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Uber den Energieverbrauch beim Reiten. 


Von 
J. Geldrich. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1927.) 


Das Reiten kann sowohl als Sport wie auch als berufliche Arbeit 
(z. B. bei Polizisten, Soldaten) betrieben werden. Bei letzterer kann 
es unter Umstanden sogar zu sehr groBen Anforderungen darin kommen. 
Es schien daher nicht ohne Interesse zu sein, den Energieumsatz beim 
Reiten zu bestimmen, um so mehr, da wir dariiber noch iiberhaupt 
keine Kenntnisse besitzen. 

Dank der Liebenswiirdigkeit des Herrn Oberstadthauptmanns 
von Budapest waren wir in der Lage, unsere Versuche mit Mannschaft 
und Tieren der ungarischen berittenen Staatspolizei auszufiihren. Das 
war ein groBer Vorteil fiir uns, denn auBer der Frage eines geschulten, 
trainierten Reiters kam hauptsichlich der Umstand in Betracht, dab 
zur Ausfiihrung einiger unten beschriebenen Versuche die ruhigen 
Polizeipferde, welche taglich 2 Stunden lang in den VerkehrsstraBen 
der GroBstadt auf dem Posten, auch im gréBten Tumult sozusagen 
bewegungslos dastehen, als einzig geeignet zu betrachten waren. Wir 
sprechen darum den Herren Leitern der Staatspolizei fiir das giitige 
Férdern dieser Untersuchungen unseren besten Dank auch hiermit aus. 


Methodik. 


Der Energieumsatz wurde durch Bestimmung des respiratorischen 
Gaswechsels ermittelt. Wir bedienten uns dabei der Douglasschen Sack- 
methode (1). Der Sack von 100 Liter Inhalt war als Rucksack am Riicken 
angebracht, das Mundstiick mittels einer Kappe am Kopf befestigt. Beide 
wurden wahrend der Untersuchungen ohne jedwede Stérung weder fiir die 
Versuchsperson, noch fiir den Versuch gut ertragen. Beim Galopp, welcher 
mit groBer Erschiitterung einhergeht, wurde das Mundstiick mit der linken 
Hand gestiitzt. Die Luftprobe wurde in einem genau kalibrierten transpor- 
tablen Haldaneapparat sofort analysiert. Uber Einzelheiten der Technik 
und Berechnungen haben wir in friiheren Arbeiten berichtet (2). Es sei nur 
bemerkt, da8B Volumen der inspirierten Luft mittels der N,-Korrektion, 
Kalorien mittels der Zuntzschen Tabelle berechnet wurden. Die Arbeits- 
werte sind der Vergleichbarkeit wegen mit anderen Arbeiten, mit 20°, 
Nutzeffekt auch.in mkg umgerechnet, angegeben. 
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2 J. Geldrich: 


Die Versuche fanden im hiesigen Tattersall statt, wahrend des Vor- 
mittags von 8 bis 12 Uhr, bei einem zumeist sehr giinstigen Wetter des 
diesjaéhrigen schénen, milden Herbstes. Nach Pferdepflege (von 6 bis 7 Uhr 
morgens) kam die Versuchsperson niichtern, das ist 14 Stunden nach letzter 
Mahizeit, in den von der Polizeikaserne unweit (etwa 5 Minuten) liegenden 
Tattersall zu Pferd. Nach Ankunft hatte sie etwa 15 Minuten ruhig ge- 
sessen und nachher auf einer Chaiselongue ohne irgend eine Muskel- 
bewegung oder -spannung, schlaff und ruhig mindestens 1% Stunde lang 
gelegen. Nun wurde Nasenkiemme und Mundstiick (diesmal ohne Kappe) 
angelegt und das Mundstiick mit dem auf einem Tische befindlichen 
Sack in Verbindung gesetzt. Tisch und Sack waren so aufgestellt, daB die 
Versuchsperson das Fiillen des Sackes nicht beobachten konnte. Darauf 
erfolgte die Bestimmung des Ruheumsatzes. Nach Beendigung derselben 
wurde das Pferd bestiegen und es folgte in einzelnen Zeitabschnitten die 
Bestimmung des Umsatzes beim Sitzen im Sattel, bei Schritt, Trab und 
Galopp. In der Zwischenzeit war die Versuchsperson ausgeriistet ruhig 
im Sattel geblieben. Bei Bestimmung des Umsatzes wahremd des Sitzens 
im Sattel hat die Versuchsperson zunéchst 4% Stunde lang nach Aufsitzen 
ruhig im Sattel gesessen und auch das Pferd ruhig gestanden, ebenso wie 
waihrend des Versuchs. 

Die Bestimmungen sind in Doppelversuchen ausgefiihrt worden. 
Jedem Experiment ist eine Vorperiode von 6 bis 2 Minuten vorausgegangen, 
wahrend welcher in vélliger Ausriistung dieselbe Tatigkeit ausgefiihrt 
wurde, wie im Versuch selbst. Bei Bestimmung des Ruheumsatzes ist auch 
wahrend der Vorperiode in den Sack geatmet worden, dieser gut durchgemischt 
und dann ohne Bestimmung entleert worden. Beim Reiten, wo die Diffe- 
renzen naturgemaé8 viel gréBer sein muBten, hatte diese minutidse Arbeit 
keinen Sinn gehabt, da das Warten wahrend Ab- und Aufmontieren des 
Sackes einen viel gréBeren Fehler verursacht hitte. Hier wurde wahrend 
der Vorperiode dieselbe Tatigkeit ausgefiihrt wie im Versuch, und der 
Dreiweghahn unmittelbar daran anschlieBend umgedreht. Die Versuchs- 
person wurde durch einen berittenen Begleiter wihrend des Versuchs 
begleitet, welcher zur Aufgabe hatte, den Dreiweghahn zu gewiinschter 
Zeit umzudrehen. Dies gelang auch immer ohne Anstand. 

Die Versuchsdauer war immer so groB, bis der Sack voli angefiillt war. 
Die Zeitangaben sind in Dezimalbriichen umgerechnet angefiihrt. Der 
Hahn wurde woméglich immer am Ende der Exspiration gedreht. 

Die Versuchspersonen waren vollkommen gesunde, in jeder Hinsicht 
normale Manner mittleren Alters, von sehr ruhigem Temperament. Alle 
erhielten ihre erste Ausbildung im Reiten noch wahrend des Militardienstes 
bei den Husaren. Ihre Daten sind in der Tabelle I zusammengestellt. 

Als Tiere dienten zwei Pferde der berittenen Polizei: Aladar, ein 
iiuBerst ruhiges, Adonis, ein sehr feuriges. Alad&ér eignete sich vortrefflich 
zur Bestimmung des Umsatzes beim Sitzen im Sattel, sowie beim Reiten 
im Schritt, da er sich im Stehen auch 1 Stunde lang absolut ruhig verhalten 
hat. Sein Gang im Schritt war ruhig, ist nie in Galopp eingesprungen, 
sein Trab und Galopp gleichmaéBig. Im Schritt und Galopp machte er 
die vorschriftsmaBigen Schritte, d. h. 130 bzw. 500 pro Minute, im Trab 
etwas weniger als 300. Das Verstarken des Tempos auf 300 Schritt pro 
Minute ist bei ihm nicht gelungen, obwohl sonst ein ausgezeichneter Traber, 
weil dies sofort das Einspringen in Galopp zur Folge hatte. Adonis machte 
in jeder Gangart die vorschriftsm&Bige Schrittzahl, ist ein guter Traber, 
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Energieverbrauch beim Reiten. 3 


doch sehr unruhig, sowohl beim Stehen wie auch im Lauf. Adonis diente 
zum Vergleich mit einem ruhigen RoB. Der Sattel war der bei der berittenen 
Polizei sowie auch der ganzen Kavallerie der ungarischen Armee fiir die 
Mannschaft bestimmte sogenannte ungarische oder Bocksattel. Auf die 
Decke gelegt, ist er durch Ober- und Untergurt befestigt. Es sei bemerkt, 
daB der Obergurt (ein 10 em breiter Riemen) tiber das Sitzleder hinwegzieht. 

Das Terrain war von verschiedener Beschaffenheit. 1. In der gedeckten 
Reitschule des Tattersalls wurde auf einem in den Reitschulen tiblichen, 
weichen, sandigen, aber nicht tiefen Boden geritten. Die Reitbahn hatte 
eine leicht ovale Form und eine Lange von 100m. 2. Die offene Reitschule 
von derselben Bodenbeschaffenheit wie die gedeckte, war auch oval, dessen 
schmaler Durchmesser 100m betrug, die langeren Seiten je 160m, die 
kiirzeren je 90 m, insgesamt daher 500m. 3. Die breite StraBe des Pferde- 
marktes im Tattersall: ein Boden von einem nicht erhaltenen Fahrwegq. 
Auf diesem Terrain wurde in einigen Versuchen 560, in anderen 680 m 
geritten. Die Reitbahn hatte eine ovale Form. Die langen, geraden Seiten 
des Ovals waren je 240m, die kiirzeren je 100m lang. 


Tabelle I. 


Versuchspersonen. 











Korpere Dienstzeit 
: Bezeich- Alter Héhe — Puls- Blutdruck 1 Qualitat als 
Name nung im onne fre- Kavallerie Reit 
Versuch Bekleidg. quenz citer 
Jahre cm kg mm Hg Jahre 
D. F. A 37 166 67.8 72 120—90 8 geiibter, guter 
Reiter 
L. K. B 25 166 65,1 66 118—78 3 weniger geubt 
K. J. 1. ( 32 = «163 85.4 64 124—86 g geiibter, guter 
Reiter 
Tabelle 11. 
Versuchstiere. 
N " Alter Hohe - 
oe ate ae Temperament Geschlecht Herkunft 
Aladar 7 159 sehr ruhig Wallach | gewohnlicheungarische 
Adonis 7 160 sehr feurig . Husarenpferde 
Tabelle Ill. 
Ubersicht der Versuche. 
Ve Ruheumsatz 
; a 4 chs. , S . kg 
Detum | Versuch suchs- —— Terrain py Bemerkung 
1926 — kg-cal 
27. IX. 1 A Aladar gedeckte Reitschule 1,19 
28. IX. 2 A 7 - a 1,22 
29. IX. 3 B s - » 1,36 
. = 4 A Adonis Fahrweg 1,05 
™ 4 5 A Aladar - 1,36 Nicht nuchtern 
S « 6 Cc - 1,08 
. = 7 C ° Fahrweg und freie 1,04 





Reitschule 
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Als Beispiel der 


Verlauf fiihren wir Versuch 1 in Tabelle IV an. 
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Ausfiihrung der Versuche und deren zeitlichen 
Im weiteren sind die 


Zeitangaben weggelassen, da sie mit denen in Tabelle IV vdllig tiber- 


einstimmen, und von 
nur einer angegeben. 


7h45’ 

7545’ bis 7560’ 
me. 8h35’ 
8bh35’ ,,  8h37’ 
8h37’ ,,  8b42’ 
8h42’ ,, 8b47’ 
8147’ 8h 56’ 
8157’ ,, 8b66’ 
9b15’ ,, 9b17’ 
9417’ ,, 9h47’ 
gh47’ ,, Oh51’ 
9651’ ,, gb55’ 
9b56’ ,, 9h62’ 
10h 3’ ,, 10610’ 30” 
10527’ ,, 10b30’ 
10631’ ,, 10837’ 
10538’ ,, 10b4]’ 
10b41’ ,, 10647’ 6” 
11517’ ,, 11220’ 
11h20’ ,, 1122’ 40” 
1124’ 1126’ 
1127’ ,, 1129’ 
11h51’ ,, 1153’ 
11h54’ ,, 11556’ 6” 
11559’ ,, 12h 1’ 
12h 1’ ,, 12h 3’ 


den Doppelversuchen des Ruheumsatzes ist auch 


Zeitlicher Verlauf. 


Ankommen in der Reitschule. 

Versuchsperson sitzt auf einer Bank. 

Liegt in ruhiger Riickenlage auf einer Chaiselongue. 
Vorbereitung (Anlegen der Nasenklemme, des Mund- 
stiickes usw.). 
Vorperiode I 

| Liegend, Atemfrequenz 20, 
| Puls 64. 


Vorperiode I 

Atmen in den Sack I 
Atmen in den Sack II 
Aufsitzen und Ausriisten. 


Sitzt ruhig und ausgeriistet im Sattel zu Pferd. 
Vy ‘ode III Sitzt ruhig im Sattel. 
orperiode 
fs "I ; Das RoB8 steht voll- 
Vorperiode IV 
, : kommen ruhig und be- 
Atmen in den Sack III 
: ! F wegungslos. Atemfre- 
Atmen in den Sack IV on 
quenz 22 pro Minute. 
Vorperiode V Rei ‘nm Schri 
. : . xiten im Schritt. 
Atmen in den Sack \V Gleichmagi hi 
. ; ‘ eichmaBiger, ruhiger 
Vorperiode VI a, . S 
‘ > : ang. 
Atmen in den Sack VI ies 
Traben. In VII ein un- 


gestoérter gleichmaéBiger 
Trab. In VIII ist das 
Vorperiode VII Pferd erschrocken, ge- 


Atmen in den Sack VII stiegen, hat aufge- 


Vorperiode VIII 
Sack VITI 


schlagen und ist in 


Atmen in den Galopp eingesprungen, 
konnte nur mit Miihe 
erhalten 


im Traben 





werden. 
Vorperiode IX 


P : Reiten im Galopp (kur- 
Atmen in den Sack IX x Ps OPI 


zer). GleichmaBiger, 


Vorperiode X 


: . = ruhiger Gang. 
Atmen in den Sack X — 





Zwischen den einzelnen Versuchsperioden hat die Versuchsperson ruhig 
zu Pferd gesessen. 





6 J. Geldrich: 


Ergebnisse. 


Die Ruheumsatzwerte weisen in den Doppelversuchen eine Differenz 
von etwa | %, untereinander auf. Da die zweite Bestimmung gewéhnlich 
erst 1 Stunde nach Beginn des ruhigen Liegens stattgefunden hat 
(s. die Zeitangabe), so sind wir berechtigt, die erhaltenen Daten als 
die wahren Ruheumsatzwerte der Versuchsperson am_betreffenden 
Tage zu erachten. Wie aus Tabelle III hervorgeht, fanden wir fiir € 
1,03 bzw. 1,04kg-cal/Stunde und Kilogramm Ké6rpergewicht, also 
den theoretischen Wert des Grundumsatzes. Auch fiir A ergab sich 
der normale Wert von 1,05 Cal/Stunde in Versuch 4, in den iibrigen 
Versuchen jedoch etwas héhere Werte. Obzwar zur Bestimmung und 
Berechnung des reinen Arbeitswertes aus obigem Grunde auch diese 
Daten durchaus maBgebend sein kénnten, so zeigt doch Versuch 4 den 
Minimalverbrauch dieser Versuchsperson an. Um daher samtliche 
Versuche auf eine einheitliche Grundlage zu stellen, haben wir es vor- 


gezogen, fiir jene Versuche, in welchen der Ruheumsatz iiber 1,05 Cal | 


pro Stunde und Kilogramm Kérpergewicht war, eine Korrektion vor- 
zunehmen und sémtliche Werte auch mit dieser Korrektion, wobei der 
Ruheumsatzwert mit 1,05 Cal/Stunde und Kilogramm Kérpergewicht 
angenommen war, zu berechnen. 


» 


Bei Bestimmung des Energieumsatzes beim Reiten ist zunichst 
festzustellen, inwieweit der Umsatz durch das bloBe ruhige Sitzen im 
Sattel gesteigert wird. Dies l4Bt sich aus Versuch 1 und 2 berechnen. 
In diesen Experimenten hatte das RoB so ruhig gestanden, daB die 
Versuchsperson nur die zur Aufrechterhaltung des Kérpers bei bequemem, 
ruhigem, nicht strammem Sitzen im Sattel nétige Muskeltatigkeit 
ausgefiihrt hatte. Als Mittelwert ergibt sich dafiir 7°, Mehrverbrauch 
iiber das ruhige Liegen. In den iibrigen Versuchen hatte das Pferd nicht 
so absolut ruhig gestanden, sondern es hat auch einige Male den Kopf 
in die Héhe geschnellt, manchmal den Kopf geschiittelt usw., so dab 
die Versuchsperson zur Beruhigung durch Anziehen des Ziigels genétigt 
war extra Muskelbewegungen auszufiihren. Diese Werte lassen sich 
daher mehr zur Berechnung des Umsatzes wahrend des gewéhnlichen 
ruhigen Sitzens zu Pferde, wobei das RoB auf einem Orte ruhig steht, 
heranziehen. Dafiir findet man einen Mehrverbrauch von 31°, iiber 
ruhiges Liegen. Als Mittel von simtlichen Daten ergibt sich der 
korrigierte Wert von 37%, Mehrverbrauch gegen den Grundumsatz. 


Beim Reiten findet man je nach der Gangart verschiedene, von- 
einander stark abweichende Werte im Energieumsatz. Dabei zeigt 
es sich, daB im allgemeinen der Umsatz beim Reiten im Schritt am 
geringsten, beim Galopp am meisten erhéht ist. Doch ist die Steigerung 
des Umsatzes selbst bei ein und derselben Gangart verschieden. So 
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findet man, daB beim Reiten im Schritt bei gutem Reiter und ruhigem 
Tiere (Versuch 1 und 2) der Stoffwechsel durch 50°, bei weniger 
geiibtem Reiter und ruhigem Tiere (Versuch 4) dagegen um 102%, bei 
gutem Reiter, aber unruhigem Tiere um 172%, gesteigert wird. Im 
Mitte] ergibt sich ein Mehrverbrauch von 122°, oder 1,41 Cal/Minute 
iiber den Grundumsatz. 


Im Trab wurde immer ,,leicht* geritten, d. h. der Reiter hat sich 
bei jedem StoBe des trabenden Pferdes ein wenig erhoben und wieder 
niedergelassen. Beim leichten Trab mit etwa 170 Schritte pro Minute 
(Tabelle VIII) zeigt sich ein Mehrverbrauch von 339 %, und 4,16 Cal/Mi- 
nute. Beim gewéhnlichen gestreckten Trabe (300 Schritte pro Minute) 
findet man, da8 bei einem guten Reiter und ruhigen Tiere in ungestértem, 
gleichmaBigem Gang (Tabelle IX, Versuch 6 und 7) der Umsatz mit 
456°, gesteigert ist. Zugleich lieB es sich feststellen, daB beim Traben 
auf dem nicht erhaltenen Fahrweg des Pferdemarktes und auf dem 
sandigen, weichen Boden der offenen Reitschule mit Bezug auf den 
Energieaufwand des Reiters kaum eine Differenz (nur 1 bis 2°) auf- 
zuweisen ist. Bei gutem Reiter, aber unruhigem Tiere, welches geneigt 
ist, 6fters in Galopp einzuspringen (Versuch 4), steigt der Umsatz beim 
Traben starker an. Aus den miteinander sehr gut tibereinstimmenden 
Werten der Versuche 6 und 7 laBt sich daher der Energieumsatz bei 
gutem Reiter, ruhigem Pferde in gleichmaBigem, ungestértem Trab 
mit einem Mehrverbrauch von 450° oder 6,63 Cal/Minute berechnen. 
Als Durchschnittswert fiir das Traben ergab sich 6,79 Cal/Minute. 


Beim kurzen Galopp in der gedeckten Reitschule mit 325 Schritten 
pro Minute (Tabelle X) ist der Umsatz mit 659°, héher als der Grund- 
umsatz. Dies entspricht einem Mehrverbrauch von 7,82 Cal/Minute. 


Im gewéhnlichen (Jagd-) Galopp mit 500 Schritten pro Minute 
ergibt sich bei einem geiibten Reiter und ruhigem Tiere, ohne daB sich 
ein Unterschied beim Reiten auf dem Fahrweg und dem sandigen 
Terrain der Reitschule feststellen lieBe, ein Mehrverbrauch von etwa 
600°, bei gutem Reiter, aber feurigem RoB etwa 820°. Im Mittel zeigt 


.79 0 


sich fiir den Galopp ein Mehrverbrauch von 672°, oder 9,08Cal/Minute. 


Berechnet man den Energieaufwand beim Reiten nicht pro Minute, 
sondern pro Meter Weg, so stellt sich heraus, daB die groBen Unter- 
schiede im Umsatz bei den einzelnen Gangarten sich erstens sehr ver- 
ringern, zweitens anders gestalten. Pro Minute erfordert der Galopp 
etwa sechsmal, der Trab viermal mehr Energieaufwand als das Reiten 
im Schritt. Pro Meter Weg erfordert dagegen das Traben die gréBte 
Anstrengung und etwas weniger nur der Galopp. Immerhin ist der 
Energieumsatz auch beim Traben nur etwa zweimal héher als beim 
Reiten im Schritt. 
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7. 
Produs Ver. . 
zierte | brauchter Umsatz 
{ O; R. Q. pro Minute Bemerkungen 
pro Min. pro Min. = 
com ccm kg-cal ' 
222 290 0.76 1.377 100 Liegend, niichtern 
296 297 0.76 1.411 102} oe 2a ats fast ctoskee oie, a on zweimal den 
> on ae aa = copf in die Héhe geschnellt. Versuchsperson fiihrt gar 
234 310 0,75 1,469 107 |) keine Bewe, ung oan den Hianden aus ez . 
291 388 0.75 | 1,839 | 133 Ungestorter gleichmaBiger Gang 
378 458 0.83 2213 161 Nach vorherigem, '/, Stunde lang daverndem Reiten im 
’ — Schritt mit gleichmaBigem, ungestértem Gang 
997 1263 0.79 6.050 439 Ungestérter Trab. Zeitlich nach Nr. IV bestimmt 
ri 398 07 276 : Nach vorherigem, !/, Stunde dauerndem Reiten im Schritt. 
990 1328 a4 6,276 | 456 Die Bestimmung fand zeitlich nach Nr. V statt. Unge- 
st6rtes Traben 
231 312 0,74 1,476 100 Liegend, niichtern 
ane Nach vorherigem 1), Std. dauerndem Sitzen im Sattel be- 
288 386 0,75 1.829 124 | © stimmt. Das Rof etwas unruhig, mehrmals den Kopt in 
309 411 0,75 1.949 132 | die Héhe geschnelit, Reiter daher nicht so ruhig wie in 
76 630 ; 9 992 03 | Versuch 2, II und III | 
4 53! 0,76 , 2,992 | 20% 4 
498 | 621 | 0,80 | 21983 | go2 || “neste Cons 
873 1074 0,81 5,168 350 || Das Ro® ist in geicheadBigen, doch langsamerem Tempo 
914 1119 0.82 5.491 366 | segangen, sonst ruhiger Trab 
37 526 0.90 7.5 50¢ Ein wenig gelungener kurzer Galopp von sehr ungleicher 
1378 1526 7 1,018 509 Geschwindigkeit, wihrend welcher das Rof male 
ins Traben gefallen 
187 250 | 0,75 1,187 100 Liegend, niichtern. Pro Stunde u. kg Kérpergew.: 1,05 Cal 
512 637 0.89 3.059 258 Das RoB ist mehrmals gestiegen, konnte nur mit An- 
strengung in Schritt gehalten werdeao 
570 707 0,81 8.405 287 Wie in II, ist auBerdem dreimal in Galopp eingesprungen 
P 06 3.97 756 Springt zweimal in Galopp, nach Zuriicknahme in Trab 
1654 1818 2 oon 196 "ue regelmafiges Traben a Geschwindigkeit 
1438 1619 0,89 7.956 670 GleichmaBiger, regelrechter Trab, das Pferd hat blof 
einma! autgeschlagen 
1980 2136 0,93 10,599 899 || Ein ununterbrochener Galopp, in derselben Gangart von 
21138 2954 0.94 11209 944 |  gleichmaBiger Geechwindigkeit 
2! 320 0,80 5 Liegend. Hat um 7h 200g Brot und 50g Speck gefriih- 
a7 S 1,538 | 100 stickt. Ruheumsatz 2! 2 Std. nach Nahrungsaufnahme 
396 480 0,82 2,316 | 151 |) ; ; . 
370 470 0.79 2949 146 || Ein gleichmaBiger, ungestérter Gang 
1225 1414 0.87 6907 449 RegelmaBiger, ungestérter ruhiger Trab 
1558 1806 0,90 8.894 578 Zweimal ist das RoB in Galopp eingesprungen, sonst ein 
gleichmaBiges Traben 
9173 2952 0.94 11.192 728 RegelmaBiger, ununterbrochener Galopp 
241 311 0,77 1462 100 Niichtern, liegend. Pro kg Kérpergew. und Std.: 1,03 Cal 
526 637 0,82 | 8,075 | 210 |) ,, - NE fee 
443 558 0.82 2'678 183 || Ungestérter, gleichmaBiger Gang 
1454 1715 0.85 8339 570 GleichmaBiger Trab, das RoB ist dreimal in Galopp ein- 
7, ‘ seleie . gesprungen 
ond —— non a = | Ist gleichma®. wie IV. Hier hat es zweimal aufgeschlagen 
Y 2106 B' 37 708 RegelmaBi estérter Gal 7 leicher Geschwin- 
1866 2019 0.92 9.991 683 e Skeit iger, ungestérter Galopp von gleicher schwin 
244 310 0.79 1.484 100 Niichtern, liegend. Pro Std. und kg Kérpergew.: 1,04 Cal 
308 417 0.74 1.972 133 |) Das Rof steht etwas unrubig, deshalb war auch die Ver- 
‘ ‘ =¢ ona on suchsperson nicht véllig ruhig gewesen, sondern fubrte 
334 426 0,78 2,034 137 | mit dem Arm einige Muskelbewegungen aus 
1450 1673 0,87 8.174 551 Ro® etwas unruhig, viermal in Galopp gesprungen 
1362 1597 0,85 7,762 | 523 Ungestérter, gleichmaBiger Trab 
1364 1665 0,82 8,035 541 RegelmaBiges, ununterbrochenes Traben in flieSendem 
1393 1692 082° 8166 550 sang 
1816 2039 0,89 10,015 684 Beide : ununterbrochener Galopp von gleichmaBigem Gang 
1840 2182 0.84 10583 7138 und gleicher Geschwindigkeit 
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Tabelle XI. 


Galopp (ohne Korrektion). 








Vv Ruheumsatz in kgecal Umsatz pro Min. Zunabme in Mehr- 
hen 4 —_—____——- : : _ a : . bape 

pro pro Std. un g . ‘ r pro m eg 

Nr. Minute Kérpergewicht kg-cal . kgcal | akg kgecal 

- > {10.590 899 9403 803 0,017 ln ‘ 

4 | 1,187) 1,05 1/'11,209 944 | 10,022) 856 | 0,020 _ Ij Fahrwee 
> ‘ 0,370 709 8,908 761 0,018 

6 | 1,462 03 if : U || 

ses 1,03 |, 9991 683 | 8529 728 «0017s sf * 
7 0 { 10,015 634 8,531 729 0.015 Freie Reitsch. 
1484) = 1,04 110,583 718 | 9,099] 777 | 0,018 || Fahrweg 
Mittel : 772 9,082 | 776 0,018 
Tabelle XII. 


Ubersicht der Mittelwerte. 








. Mehrverbrauch Mehr 
Bezeichnung der Bestimmung Umeats gro Kinute Bay, R. Q. 
kg-cal mkg kgecal 
Ruheumsatz ...... 100 -- -- 0,76 
Sitzen im Sattel 137 0,454 39 - 0,75 
ee 2 atere « P 222 1,408 120 0,012 0,79 
Leichter Trab..... 439 4.161 355 0,020 | 0.84 
n/c dele + «34 590 6,794 589 0,022 ee 
Kurzer Galopp. . . . . 759 7,824 668 0,023 0,99 
ee es sas <% ‘ 772 9 082 776 0,018 0,91 


Es sei noch von Interesse, die fiir das Reiten gewonnenen Daten 
des Energieumsatzes mit jenen fiir andere Muskeltatigkeit erbrachten 
Werten zu vergleichen. Benedict und Cathcart (3) geben als eine maximale 
Leistungsfahigkeit bei menschlicher Arbeit am Bicycleergometer, die 
41, Stunden lang ohne Unterbrechung dauerte, 2 kg-cal/Minute an. 
Blix (4) fand [die Werte sind von Benedict und Cathcart (1. c.) in Kalorien 
umgerechnet] fiir Bergsteigen bei anstrengender Arbeit von 1 bis 
2 Stunden Dauer 1,74 bis 2,33 Cal/Minute; fiir Hinauflaufen itiber 
Treppen, bei einer Dauer von 30 Sekunden, 10,00 Cal/Minute. Die 
Ergebnisse unserer Versuche zeigen, daB beim Reiten diese Werte 
erreicht, sogar iibertroffen werden kénnen. Der Mehrverbrauch beim 
Galopp von 9,08 Cal/Minute in unseren Versuchen, in welchen das 
Galoppieren immer 5 bis 6 Minuten dauerte, ist daher héher einzu- 
schaitzen als der Arbeitswert von Blix mit 10,00 Cal/Minute, wobei 
aber die Arbeit nur 30 Sekunden dauerte. 


Fiir eine gewéhnliche, nicht anstrengende Leistung eines Reiters 
kann man ein 2 Stunden langes Reiten annehmen. Davon sollen 








De 
ge 
de 
ist 
zu 


0: 
de 


in 


de 
m 


Si 
Ni 
n¢ 
37 


ql 
sc 


be 


nm 











Energieverbrauch beim Reiten. 13 


14, Stunde aufs Traben, 11}, Stunden aufs Reiten im Schritt entfallen. 
Aus unseren Mittelwerten erhalt man fiir diese Leistung 2,75 Cal/Mi- 
nute. Doch sei bemerkt, daB es beim Reiten unter Umstanden zu weit 
gréBeren Anforderungen kommen kann, dieser Wert sich dann auch 
héher einstellen wird. 


Beim Reiten nach Nahrungsaufnmahme (Versuch 5, Tabelle V) 
findet man im Ruheumsatz (2 Stunden nach vorhergegangenem Friih- 
stiick aus Milch, Speck und Brot) 1,36 Cal/Stunde und Kilogramm 
Kérpergewicht. Der Energieumsatz ist bei den einzelnen Gangarten 
des Reitens im Vergleich zu den iibrigen Werten eines guten Reiters 
auf ruhigem Pferde tiber das ruhige Liegen nicht, iiber den berechneten 
und in anderen Versuchen auch tatsichlich gefundenen Wert des 
Grundumsatzes jedoch mit 29°, erhéht. 


Die gute Ubereinstimmung des Respirationsquotienten in den 
Doppelversuchen zeigt an, daB das Herstellen des Atmungsgleich- 
gewichts in jedem Versuch gelang und 1aBt somit eine nahere Betrachtung 
der Respirationsquotientenwerte zu. Wie aus Tabelle XII hervorgeht, 
ist der Respirationsquotient im Mittel im Ruheumsatz 0,76, beim Sitzen 
zu Pferde nicht erhéht, bei den einzelnen Gangarten des Reitens steigt 
er dann entsprechend an: im Schritt 0,79, im Trab 0,84 und im Galopp 
0,90. DaB diese Steigerung nicht durch eine vermehrte Ausschwemmung 
der Kohlensiure, sondern durch vermehrte Oxydation im Kérper 
bedingt ist, zeigt eben die Konstanz des Respirationsquotienten sowohl 
in den Doppel- wie auch im Vergleich zu den iibrigen Versuchen an. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde der Energieverbrauch beim Reiten durch Bestimmung 
des respiratorischen Gasstoffwechsels mittels der Douglasschen Sack- 
methode untersucht. 


2. Es ergibt sich, daB der Energieumsatz durch das absolut ruhige 
Sitzen im Sattel mit 7°, erhéht wird, durch das gewéhnliche ,,ruhige™ 
Sitzen zu Pferde, wobei aber auch einige zur Beruhigung des Rosses 
nétige Muskelbewegungen zeitweise ausgefiihrt werden, dagegen mit 
37% tiber den Grundumsatz gesteigert wird. 

3. Bei den verschiedenen Gangarten des Reitens erwiesen sich 
qualitativ groBe Unterschiede, wobei der Umsatz beim Reiten im 
Schritt am geringsten, beim Galopp am meisten gesteigert ist (Ta- 


belle XII). 


4. Pro Meter Weg verringern sich die Unterschiede, indem das 
Traben nur zweimal mehr Energieaufwand erfordert, das Galoppieren 
noch weniger, das Reiten im Schritt am wenigsten. 
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5. Der Respirationsquotient steigt bei den einzelnen Gangarten 
entsprechend der Anstrengung bis zu 0,91 an (Tabelle X11). 

Es sei mir gestattet, fiir die wertvolle Anregung sowie giitige 
Férderung dieser Versuche dem Herrn Prof. G. Farkas meinen innigsten 
Dank auch hiermit auszusprechen. 


Literatur. 
1) C. G. Douglas, Journ. of Physiol. 42, 17, 1911. — 2) J. Geldrich und 
M. Heksch, Zeitschr. f. klin. Wochenschr. 104, 618, 1926. — 3) Fr.G. 
Benedict und E. P. Cathcart, Muscular work Carnegie Inst. Washington 
187, 161, 1913. — 4) Blix, Skand. Arch. Phys. 15, 122, 1904; zitiert nach 


Benedict und Cathcart. 
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Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. 


IX. Mitteilung: 
Der Zusammenhang des Blutammoniaks mit der Muskelarbeit'. 


Von 
J. K. Parnas, Wi. Mozolowski und W. Lewinski. 
[Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg).] 


(Eingegangen am 13. Juni 1927.) 


Die Untersuchungen tiber das Blutammoniak, die von Parnas, 
Heller, Taubenhaus, Klisiecki und Mozoiowski® in den letzten Jahren 
veréffentlicht worden sind, haben es nicht vermocht, iiber die Herkunft 
des im kreisenden Blute enthaltenen Ammoniaks Klarheit zu_ ver- 
schaffen; dasselbe gilt auch fiir die Arbeiten anderer Forscher, die sich 
in den letzten Jahren mit derselben Frage beschaftigt haben (Adlersberg 
und Taubenhaus*, Bliss*, Fontés und Jovanovitch®). Die von Parnas 
und Heller aufgedeckte Quelle der Ammoniakbildung im Blute ist 
jedenfalls bei einer Reihe von Tieren (Pferd, Rind, Hund, Katze) sehr 
geringfiigig; eine andere Quelle bildet die (beim Kaninchen sehr be- 
deutende) Ammoniakbildung im Blinddarm und Dickdarm, die als 
enterogene Ammoniakbildung von Nencki und Zaleski entdeckt®, 


1 Zugleich III. Mitteilung iiber Ammoniakgehalt und Ammoniak- 
bildung im Muskel und deren Zusammenhang mit Funktion und Zustands- 
anderung. Vgl. Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927; 
Klin. Wochenschr. 6, 998, 1927. 

2 Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925; 159, 298, 1926; 169, 
255, 1926; 172, 442, 1926; 178, 229, 1926; 181, 80, 1926; 181, 85, 1926; 
C. r. Soc. Biol. 91, 701, 1924; Bull. Soc. Chim. Biol. 9, 76, 1927. 

3 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 118, 1, 1926. 

* Journ. of Biol. Chem. 67, 117, 1926. 

5 Bull. Soc. Chim. Biol. 7, 1044, 1925: C. r. Soc. Biol. 92, 1406. 

® Nencki und Zaleski, Arch. f. exper. Pathol. 36, 385, 1895; 37, 26, 
1896; Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 193, 1901; Horodyski, Zaleski und 
Salaskin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 246, 1902. 
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dann von Folin und Denis! sowie Henriquez und Hansen* studiert 
worden ist; sie wurde von Parnas und Klisiecki* auf der Grundlage 
neuer Methoden und neuer Grundwerte auch als Ammoniakquelle bei 
der hypoximischen Ammonimie des Kaninchens festgestellt, und in 
den schénen Versuchen von A. D.Cholopoff* an angiostomierten 
Hunden nach London wurden fiir ihren Betrag Werte gefunden, die den 
in vivo beim Hund vorkommenden wahrscheinlich am nachsten liegen. 
Ob dagegen in vivo eine Ammoniakbildung in den Geweben und Uber- 
tritt von Ammoniak aus den Geweben ins Blut vorhanden ist, dariiber ist 
aus dem bis jetzt vorliegenden Material nichts Sicheres zu entnehmen. 
Es sind nur wenige Versuche beschrieben, in welchen das Ammoniak 
mittels sicherer Methoden in arteriellem und venésem Blute — vom 
Portalblut abgesehen — an einem und demselben Tiere und zu gleicher 
Zeit- bestimmt wurde. Parnas und Klisiecki® finden in solchen Ver- 
suchen am Kaninchen und am Hunde ebensoviel oder mehr Ammoniak 
im Blute der V. jugularis oder der V.femoralis, als im Blute der 
A. Carotis; doch sind die Unterschiede gering. Einen sicheren Mehr- 
gehalt an Ammoniak finden sie im Blute der V. uterina des trachtigen 
Kaninchens. Bliss® erhilt meist héhere Werte fiir das venése Blut 
des Hundes als fiir das arterielle, doch glauben wir nicht, daB seine 
Methode, die ihm fiir das Blut der Femoralarterie des normalen Hundes 
bis 0,21 mg-°, NH,-N liefert, und die auf die Ammoniakbildung im 
isolierten Blute keine Riicksicht nimmt, fiir die Entscheidung der 
Frage nach der Ammoniakbildung in den Geweben fein genug war’. 


1 Folin und Denis, Journ. of biol. Chem. 11, 161, 517, 1912. 

* Henriquez und Hansen, diese Zeitschr. 78, 297, 1917; 80, 297, 1918. 

% Ebendaselbst 178, 224, 1926. 

* Pfliigers Arch. 214, 320, 1926. 

5 Diese Zeitschr. 172, 442, 1926. 

® Journ. of biol. Chem. 67, 103, 1926. Die Versuche von Fontés und 
Jovanovitch, welche auf Grund von drei Bestimmungen am arteriellen 
Blute und fiinf Bestimmungen am venésen Blute, wobei jede Blutprobe 
von der vollstaéndigen Entblutung eines anderen Hundes stammte, an der 
Behauptung festhalten, das venése Blut enthalte weniger Ammoniak als 
das arterielle, erwaihnen wir der Vollstandigkeit wegen. (Bull. de la Société 
de chim. biol. 7, 1044, 1925; 8, 417, 1926; vgl. Parnas, ebendaselbst 9, 76, 
1927.) 

Es sei jedoch in diesem Zusammenhang noch besonders hervorgehoben, 
daB A. Bornstein und K. Keitel in Versuchen an durchbluteten Hunde- 
muskeln finden, da8 die Muskulatur imstande ist, den hohen Ammoniak- 
gehalt des Durchblutungsblutes herabzudriicken; sie finden eine Abnahme 
von 1,42 bis 2,8 mg NH,-N fiir 1 kg Muskel und die Stunde. Es scheint uns 
nicht leicht, dieses Resultat physiologisch zu deuten und die Autoren 
a&uBern sich auch sehr zuriickhaltend. (Diese Zeitschr. 179, 117 bis 124, 1926.) 


7 Vgl. diese Zeitschr. 178, 238, 1926. 
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Durch die Entdeckung, daB im Muskel bei Tatigkeit eine bedeutende 
Ammoniakbildung stattfindet', wurde unsere Aufmerksamkeit auf 
die Muskulatur als mégliche Quelle des Blutammoniaks gerichtet. 
Wir haben, in Verfolgung der Beobachtungen von Parnas und Mozo- 
jowski, am isolierten Froschmuskel gefunden, daB die Ammoniakbildung 
im Froschmuskel dem Produkt aus der entwickelten Spannung in die 
Muskellinge genau proportional ist, sowohl unter anoxybiotischen als 
unter oxybiotischen Bedingungen, sowohl in frischen als in ermiideten 
Muskeln, daB die Ammoniakanhaufung in arbeitenden Froschmuskeln 
weder reversibel ist, noch durch irgend einen Vorgang beseitigt wird, 
daB das im Muskel gebildete Ammoniak in die sauerstoffgesittigte 
Ringerlésung iibergeht ; das alles lieB erwarten, da aus dem arbeitenden 
Muskel auch in vivo Ammoniak in das venése Blut tibergeht. Sollte 
dies festgestellt werden, so hatten wir ein wichtiges Glied in der Beweis- 
fiihrung iiber die Rolle der Ammoniakbildung im chemischen Geschehen 
der Muskeltatigkeit gegeniiber Zweifeln und MiBdeutungen*, welche 
gegen die aus Versuchen an isolierten Organen erhaltenen Resultate 
und Schliisse immer noch erhoben werden. 


Wir haben die Versuche iiber die Frage, ob aus dem arbeitenden 
Muskel Ammoniak ins Blut iibertritt,*in der denkbar einfachsten Ver- 
suchsanordnung am Menschen angestellt. Den Versuchspersonen, die 
sich zur Verfiigung stellten, meist Studenten und Studentinnen der 
Medizin, wurde aus der V. cubiti obliqua oder aus anderen Ellenbogen- 
venen Blut bei méglichster Muskelruhe und bei intensivster Arbeit 
der Muskeln der Hand und des Unterarms entnommen und der Ammo- 
niakgehalt bestimmt. Bei dieser Versuchsanordnung analysiert man 
zwar kein reines Muskelblut, die Frage der adaquaten Reizung und 
der Sauerstoffversorgung macht aber dafiir keine Sorge und man 
kommt den Verhiltnissen im lebenden Organismus am nichsten. 


Die Versuchspersonen saBen bequem, mit aufgestiitztem Arm, die 
Blutentnahme erfolgte mittels einer dichten, mit fliissigem Paraffin aus- 
gegossenen Rekordspritze und Nadeln Nr. 2, ohne Stase; héchstens wurde 
in den Ruheversuchen im Moment des Einstechens der Nadel die Vene 
zentral von der Einstichstelle mit dem Finger zugedriickt, dann sofort 
freigelassen. In den Arbeitsversuchen bekam die Versuchsperson einen 
Klumpen von etwa 500g Plastellin, den sie angestrengt durchkneten 
muBte, unter Arbeit aller Finger; dies schien geeignet zu sein, um alle 
Muskeln der Hand und des Unterarms spielen zu lassen. Nachdem diese 
Arbeit eine bestimmte Zeit lang geleistet worden ist, driickte die Versuchs- 
person den Klumpen krampfhaft zusammen und wihrenddessen wurde 
wieder Blut entnommen. 


1 Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927; Klin. Wochen- 


schrift 6, 998, 1927; Embden, ebendaselbst 6, 628, 1927. 
2 Z. B. Fontés, Bull..de la Société de chim. biol. 8, 417, 1926. 
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Das Blut wurde sofort aus der Spritze in den bereits evakuierten 
Apparat zur Ammoniakbestimmung (in der endgiiltigen Form nach Parnas 
und Klisiecki') gebracht; es wurde keine gerinnungshemmende Substanz 
zugefiigt, dagegen befand sich Natriumoxalat in der Boratlésung und war 
durch Destillation mit dieser ammoniakfrei gemacht. Es wurden meist 
5 ccm Blut analysiert, 2 ccm nur in einigen Fallen, wo Entnahme gréBerer 
Mengen nicht méglich war. Bei Verwendung von 5ccm Blut und einem 
Ammoniakgehalt von 0,02 bis 0,2 mg-% Ammoniak-N ist die kolorimetrische 
Ammoniakbestimmung besonders genau. 

Die in einigen Versuchen angefiihrten Werte fiir den Sauerstoffgehalt 
und die Sauerstoffkapazitaét des Blutes wurden nach der Methode von 
Haldane bestimmt ?. 

Die in Tabelle I zusammengestellten Werte zeigen in eindeutiger 
Weise, daB aus dem arbeitenden Muskel ammoniakreicheres Blut abflieBt 
als aus dem ruhenden. Der Vergleich ist iiberaus anschaulich, wenn man 
in einem Versuch den Ruhewert und den Arbeitswert bestimmt und beide, 
mit Nesslerschem Reagens versetzten Proben nebeneinander betrachtet. 
In keinem einzigen Falle haben wir im Arbeitsversuch und im Ruheversuch 
gleiche Werte, oder gar im Arbeitsversuch geringere Werte gesehen. 

Wenn die Versuchspersonen angestrengt kraftig arbeiteten, so war 
der Ammoniakgehalt im Blute aus dem arbeitenden Unterarm dreimal so 
hoch als aus dem ruhenden, es kamen aber auch Werte vor, die sechs- 
bis achtmal so hoch waren als die Ruhewerte. Wir suchten nach einer 
Erklarung dieser Unterschiede, de nicht auf kraéftigere oder schwiachere 
Arbeit zuriickzufiihren waren, denn die Personen I, II, III waren sehr 
kraftige Manner, die im Versuch sehr energisch gearbeitet hatten. Es 
fielen konstitutionelle Unterschiede zwischen den Versuchspersonen auf: 
die Versuchspersonen I, II und III waren asthenisch-athletische Personen 
mit diinner, blasser Haut, mit einem hervortretenden Venennetz, das wahrend 
der Arbeit mit Blut prall anschwoll; die Versuchspersonen IV, VI, VIII 
entsprachen dem pyknischen Typus, mit zarteren Venen, die nicht deutlich 
hervortraten. Wir nahmen zunéchst an, da8 in den beiden Typen der 
Unterschied im Ammoniakgehalt des venésen Blutes aus dem arbeitenden 
Arme darin bestehen kénnte, daB bei den athletisch-asthenischen Typen 
der arbeitende Muskel durch einen verhaltnismaBig kraftigeren Blutstrom 
versorgt wird als bei den pyknischen, und dies schien auch die Bestimmung 
des Sauerstoffdefizits im venédsen Blute zu bestétigen. Versuchsperson I 
zeigte wahrend der Arbeit ein kaum gréBeres Sauerstoffdefizit als in 
der Ruhe und das war schon an der Farbe des Blutes zu sehen. Die Versuchs- 
personen V, VII, LX und X haben nicht sehr kraftig gearbeitet. Die Versuchs- 
person XI, ein kraftiges, leichtathletisches Madchen, bei dem die Hautvenen 
nicht besonders hervortreten, ergab die héchsten Ruhewerte, die bei thermi- 
scher Hyperamie nicht anstiegen, zeigte bei der Arbeit ein kleines Sauerstoff- 
defizit und die héchsten Ammoniakwerte im Blute. 


Die individuellen Unterschiede im Ammoniakanstieg im Blute 
der Cubitalvene diirften darin ihre Erklirung finden, daB bei ver- 
schiedenen Personen durch die Verschiedenheiten des Venennetzes und 
der Anastomosierungen zwischen den Muskelvenen und den Haut- 


1 Diese Zeitschr. 178, 227, 1926. 
2 Douglas und Priestley, Human, Physiol. (Oxford). 
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venen das Blut der Cubitalvene verschiedene Mischungen des Muskel- 
blutes und des Hautblutes darstellt ; daB andererseits die Anpassung des 
Blutstroms an die Muskelarbeit in den MuskelgefiBen und den Haut- 
gefaBen bei verschiedenen Personen auch individuell verschieden 
ausfallt, und daB bei den einen ein starkerer Blutstrom — geringeres 
Sauerstoffdefizit — das Ammoniak wegspiilt und verdiinnt. Wir 
glauben, daB wir bei Versuchsperson XI aus der Cubitalvene ein Blut 
entnehmen, welches dem reinen Muskelblut naher kommt als bei allen 
anderen Versuchspersonen. 

Um zu priifen, ob sich die Ammoniakproduktion bei der Muskel- 
tatigkeit am Ammoniakgehalt des Blutes der Kreislaufgebiete geltend 
macht, die nicht direkt von den arbeitenden Organen beeinfluBt werden, 
haben wir Versuche angestellt, in welchen Armvenenblut bei an- 
gestrengtem Schnellauf an Ort und Stelle (,,standing running“) unter- 
sucht wurde. 

1. E. Haak, 20 Jahre alt, stud. med. (lauft 100m in 12 Sekunden). 
Versuch vom 12. Mai. Ruhe: Blut der Cubitalvene enthalt 0,022 mg-°, 
NH,-N. Nach 65 Sekunden , standig running“: Blut der Cubitalvene 
enthalt 0,027 mg NH,-N. 

2. St. Cwynar, 20 Jahre alt, stud. med. (lauft 100m in 12 Sekunden). 
Ammoniakgehalt in der Ruhe: 0,025 mg-%. Nach 65 Sekunden ,,standing 
running“, sichtlich angestrengter als Versuchsperson I, 0,05 mg-®% NH,-N. 

Es ist aus diesen orientierenden Versuchen zu ersehen, daB auch bei 
kurzer, angestrengter Muskeltatigkeit, wie beim Schnellauf, nur un- 
bedeutende Erhéhungen des Ammoniakgehalts im Blute auftreten, sofern 
nicht das Blut der arbeitenden Muskeln in Frage kommt; die von der 
Muskulatur entwickelten Ammoniakmengen werden, anscheinend ahnlich 
wie etwa die vom Darm kommenden, durch die Tatigkeit der Leber und 
vielleicht auch eines anderen Organs, zum gréBten Teile beseitigt. 

Nach Schwankungen des nichtkolloiden Stickstoffs oder des 
Harnstoffs haben wir in diesen Versuchen nicht gesucht; bei der 
absoluten Héhe ihrer Werte im Blute waren sichere Resultate kaum 
zu erwarten. In den Versuchen von Feigl! und Rakestraw*, in welchen 
der Reststickstoff nach Marschen und langeren Ubungen untersucht 
und erhéht gefunden wurde, sind doch komplizierende Momente, wie 
Schwitzen, Wasserwechsel im Spiele; dies gilt fiir die Armeemarsch- 
versuche von Feigl; Rakestraw findet in seiner griindlichen Arbeit bei 
kurzen Laufversuchen keine Erhéhung des Reststickstoffs und des 
Harnstoffgehalts. 

Die Feststellung, daB vom arbeitenden Muskel ein ammoniak- 
reicheres Blut abflieBt als vom ruhenden, beweist jedenfalls, daB die 
Ammoniakbildung, die von Parnas und Mozolowski im isolierten Muskel 


1 Feigl, diese Zeitschr. 76, 297, 1916. 
2 Rakestraw, Journ. of biol. chem. 47, 565, 1921. 
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gefunden worden ist und die sich als ein dem Energieumsatz proportionaler, 
nicht umkehrbarer Vorgang erwiesen hat, auch unter natiirlichen 
Bedingungen im menschlichen Organismus stattfindet, und daB das 
gebildete Ammoniak ins Blut abflieBt. Ob daneben im Muskel, der im 
Verband des Organismus arbeitet, auch Harnstoffbildung stattfindet, 
ist nicht bekannt, und die Frage miBte erst experimentell gepriift 
werden; was friiher aus Versuchen an partiell entleberten Tieren’ als 
Beweis dafiir angefiihrt worden ist, diirfte heute besonders nach den 
Versuchen von Mann und Magath?, schwerlich als solcher gelten kénnen. 

Folgende Uberschlagsrechnung mag ein Bild von dem Ausma8 
der Ammoniakbildung bei Muskelarbeit geben: Versuchsperson XI 
wiegt etwa 63 kg, ihr Unterarm hat das Volumen von 1000 ccm. Nach 
Bestimmungen von Hewlett und Zwaluwenburg*® wollen wir fiir die Blut- 
zufuhr bei Arbeit fiir 100 g Organ einen Mittelwert von 15 ccm Blut 
in der Minute annehmen; fiir den Unterarm (mit Hand von Person X1) 
also 172,5 in der Minute und rund 10/ in der Stunde. Dies wiirde bei 
dem Uberschu8 des Ammoniakgehalts bei Arbeit iiber Ruhe in der 
Stunde 20 mg NH,-N bedeuten, wenn Hand und Unterarm mit etwa 
700 g Muskel eine Stunde lang schwer arbeiten. Dies kénnte, wenn 
das Ammoniak nicht abflieBen wiirde, eine Anhéiufung von etwa 3 mg-%, 
Ammoniakstickstoff im Muskel bewirken; wir finden diesen Wert 
meist in isolierten oder in situ belassenen Froschmuskeln, die bis zur 
Ermiidung gereizt worden sind. Dies ist selbstverstandlich eine ganz 
lose Uberschlagsrechnung, die Ubereinstimmung der GréBenordnungen 
sei aber hervorgehoben. 

Die Frage nach der Beeinflussung des Stickstoffumsatzes durch 
Muskelarbeit mu8 nach den Befunden von Parnas und Mozolowski 
sowie den unseren anders beantwortet werden, als dies bis jetzt méglich 
war. Nachdem durch den Versuch von Fick und Wislicenus, sowie die 
Forschungen von C. Voit, die Liebigsche Lehre vom Eiweib als Quelle 
der Muskelenergie widerlegt wurde, und die Gesamtheit der Erfahrung 
der Stoffwechselforschung sowie der Erforschung der chemischen und 
energetischen Vorginge im Muskel die stickstofffreien Nahrstoffe als 
Quelle der Muskelenergie ins volle Licht setzten, hat man den Stickstoff- 
umsatz des Muskels wenig beachtet ; trotzdem haben Forscher, besonders 
Rubner* und Catheart® klar erkannt, daB aus den vorhandenen Daten 
eine sichere, wenn auch geringe Erhéhung der Stickstoffausscheidung 


1 Z. B. Mathews und Nelson, Journ. of biol. chem. 19, 229, 1914. 

2 Mann und Magath, Ergebn. d. Physiol. 28, I, 250, 1924. 

3 Zitiert nach Tigerstedt, Physiologie des Kreislaufs 4, 311, 1923. 

4 M. Rubner, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abt., 39 1910; 
C. Thomas, ebendaselbst 249, 1910. 

5 Cathcart, Physiol. Rev. 4, besonders 236 bis 242, 1925. 
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durch Muskeltatigkeit hervorgeht. Rubner, der sich auf Versuche von 
Thomas stiitzt, in welchen das Stickstoffminimum bei Arbeit von 
105000 bis 136000 kg taglich von 2,27 auf 2,94g N pro Tag stieg, 
faBte die Erhéhung des Stickstoffumsatzes durch Muskelarbeit als 
Steigerung der Abnutzungsquote auf. Cathcart, der mit Burnett Versuchs- 
reihen tiber die Beeinflussung des Stickstoffumsatzes durch Muskel- 
arbeit bei verschiedenen Diadten ausgefiihrt hat, scheint die Steigerungen, 
die er sicher, und zwar im Gegensatz zu anderen Forschern, erkannte, 
als gesteigerte EiweiBzersetzung im arbeitenden Muskel aufzufassen. Er 
sagt: ,,Es sei wirklich erstaunlich, daB die Tatsachen auf einen EiweiB- 
umsatz von so geringer GréBe im tatigen Muskel hinweisen“. Aus der 
Feststellung der Ammoniakbildung im arbeitenden Muskel, des Austritts 
des entstandenen Ammoniaks ins Blut, der Ammoniakentstehung bei 
Zustandsinderungen des Muskels entwickelt sich jedoch ein neues 
Bild von dem Anteil des Stickstoffumsatzes an den chemischen Vor- 
gangen im Muskel; es entfallen die Annahmen, welche darin nur eine 
Erhéhung der Abnutzungsquote des GewebseiweiBes sehen, auch in 
der von Catcarth angedeuteten Vorstellung, in welcher ein Zusammen- 
hang der gesteigerten Abnutzung mit dem Anteil der Proteine an 
den Neutralisationen im MuskelprozeB vermutet wird. Die Ammoniak- 
bildung im Muskel ist ein ProzeB, der zwar zum Stoff und Energie- 
umsatz nicht selber nennenswerte Energiemengen beitragen kann, der 
aber mit der Umsetzung der Energie gesetzmaBig, mit dem Kohle- 
hydratumsatz ebenfalls gesetzmaBig, wenn auch nicht stéchiometrisch, 
zusammenzuhangen scheint: ob als intermediar auftretendes, katalytisch 
wirkendes Zwischenglied, oder als Zersetzungsprodukt eines solchen, als 
im Gewebe tatiges Hormon, oder als mit den Reaktionsschwankungen 
zusammenhangender Faktor, dariiber kénnen wir beim heutigen Stande 
der Kenntnisse nur Vermutungen aussprechen. 


Zusammenfassung. 

Es wird der Ammoniakgehalt des Blutes aus Cubitalvenen des 
Menschen bei Ruhe und bei Arbeit des Unterarms untersucht. In allen 
Fallen wird der Ammoniakgehalt bei Arbeit bedeutend erhéht ge- 
funden; im Verhaltnis zur Ruhe in einem Falle (bei sehr schwacher 
Arbeit) doppelt, in den meisten Fallen drei- bis vierfach, in mehreren 
Fallen sechs- bis achtfach. 

Die individuellen Unterschiede in der Steigerung werden in dem 
Sinne gedeutet, daB der Ammoniakgehalt des Venenblutes nicht nur 
mit der — wahrscheinlich der GréBe der geleisteten Arbeit proportio- 
nalen — Ammoniakbildung im Muskel zusammenhangt, aber auch mit 
der GréBe des Blutstroms, durch den die ausgespiilten Produkte ver- 
diinnt werden, und den individuellen Variationen des Hautvenen- 
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netzes und seiner Anastomosierungen mit den tiefen Venen — den 
Muskelvenen — des Unterarms. 

Selbst sehr angestrengter Schnellauf bedingt keine erhebliche 
Steigerung des Ammoniakgehalts im Blute, das aus der Cubitalvene 
entnommen wird. 

Die Feststellung des Ubertritts von Ammoniak aus dem arbeitenden 
Muskel ins strémende Blut bestatigt die von Parnas und Mozolowski 
am isolierten Muskel und am Kaltbliiter gemachten Beobachtungen 
iiber den Zusammenhang zwischen Muskelarbeit und Ammoniakbildung 
und stellt eine Anwendung jener Beobachtung auf die Physiologie 
des Menschen und des héheren Tieres dar. 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Eilla- Sachs - Plotz- 
Foundation ausgefiihrt, und wir danken dem Direktorium auch an 
dieser Stelle fiir die Spende. 








Uber die Unwirksamkeit des direkt in den Darm 
eingefiihrten Insulins und Versuche zu deren Erklirung. 


Von 
Arenka Stasiak. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam. ) 


(Eingegangen am 23. Juni 1927.) 


Von verschiedenen Autoren wurden wiederholt Versuche angestellt 
tiber die Wirkung per os gegebenen Insulins. Derartige Versuche fielen 
gréBtenteils negativ aus oder hatten héchstens einen zweifelhaften 
Erfolg. Vor kurzem hatten Lasch und Priegel' baw. Lasch und Briigel? 
von positiven Ergebnissen bei gleichzeitiger Darreichung von Insulin 
und Saponin berichtet, aber diese Resultate konnten im hiesigen Institut 
durch zahlreiche Versuche auch mit gréBeren Insulinmengen nicht 
bestatigt werden*. Am deutlichsten schien ein Erfolg bei Versuchen, 
bei denen das Insulin direkt in das Darmlumen gebracht wurde, ent- 
weder mittels Duodenalsonde (Burgess c. s.4, Murlin c. s.*), oder 
durch eine Darmfistel (Fisher*, de Jongh und Planelles*). Hierbei 
dienten meistens Hunde als Versuchstiere. 

Da das Kaninchen wohl mit Recht als eins der insulinempfind- 
lichsten Tiere gilt, stellten wir eine Versuchsreihe an, um zu sehen, ob 
bei diesen Tieren unmittelbar in den Diinndarm gebrachtes Insulin 
eine Wirkung auf den Blutzucker hat. Hierzu wurden Kaninchen mit 
abschraubbarem Bauchfenster (nach Cori5) benutzt. 


__ Das Bauchfenster wurde bei Tieren, die 24 Stunden hungerten, in 
Athernarkose eingesetzt. Zu den Darmversuchen wurden die Tiere friihestens 


1 Med. Klin. 41, 1587, 1926. 

* Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 120, 145, 1927. 

3 Dingemanse und Laqueur, erscheint ebendaselbst. 

* Referiert nach der Monographie iiber Insulin von A. Grevenstuk 
und £. Laqueur, Miinchen, Verlag Bergmann, 1925. 

5) C.F. Cori, G. T. Cori und G. W. Pucher, Journ. of Pharm. a. exp. 
Ther. 21, 377, 1923. ° 
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48 Stunden nach der Operation verwendet; jedenfalls nach mindestens 
48 Stunden Hungern. Nach Abschrauben des Bauchfensters wurde eine 
Diinndarmschlinge hervorgeholt (meistens mittlere Diinndarmteile, nie 
Duodenum), ein etwa 30 cm langes Darmstiick an beiden Seiten abgeklemmt 
und in diese Schlinge 2 bis 4 cem in n/100 HCl geléstes Insulin (Neerlandicum 
Organon Nr. 435) (lcem = 20 Einheiten) eingespritzt. Nachher wurde 
das Bauchfenster wieder geschlossen. Bei einigen dieser Versuche wurde 
wahrend dieses Verfahrens das Kaninchen oberflaichlich narkotisiert mit 
Ather, bei den spiteren Versuchen wurde jede Narkose weggelassen. Blut 
wurde aus einer Ohrvene entnommen unmittelbar vor Offnen des Bauch- 
fensters und dann alle Stunden bis 4 Stunden nach der Injektion des Insulins 
in den Darm. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt in 
der Dresel-Rothmannschen Modifikation. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle | zusammen- 
gefaBt. Im ganzen kamen neun Kaninchen in elf Versuchen zur Unter- 
suchung. Es wurden 40, meist 80 (intern.) Einheiten gegeben, also 
Mengen, wovon bei subkutaner Gabe der 120. bzw. 240. Teil reichlich 
genug ware, um eine starke Blutzuckersenkung hervorzubringen, ja 
schon oft etwa der 1200. bzw. 1600. Teil geniigte, um auBerhalb der 
Fehlergrenze liegende Schwankungen zu erzwingen. [Siehe die Unter- 
suchungen iiber den Schwellenwert des Insulins von Lagueur und 
de Jongh’, in denen ein Zehntel der damals tiblichen Einheit (= ein 
Drittel Krampfgrenzdosis) den Schwellenwert darstellte.]} 


Tabelle I. 


Bauchfensterkaninchen; Insulin in eine abgeklemmte Diinndarmschlinge. 











—~Ez | 2 Blutzucker ©)» 
E at Tis. a _ 
Ge Le S35 
Nr. wicht | § sS Jum Std 2Std 3 Std. | 4 Sed. Bemerkungen 
dds | 3°2 - 
8 =aF = nach der Injektion 
TI 2350 80 0,126 0,088 0,067, — — 2 Std. nach der Injektion 


Bauchfenster herunter 

. 5 ae nent 
y { 1.182 ‘ c St a t Injektion 
V 3100 80 0,182 0,120 0,098 0,100 | 0,101 — = Samed me nrg 
- nach d. Injektion exitus. 
Sektion allgem. Cyanose 
VI 2380 649 0.227 0,300 0,309 0,848 | 0,301 . Exitus wihrend der Nacht 
Vil 3150 40 0.165 0.211 0.278 | 0.836 0,301 | 6 Std. nach der Injektion 


exitus. Sektion ¢ 
807 1750 80 0,108 0,059 0,089 0,028 | 0,029 
119 2600 80 0,102 0,159 0,225 | 0,189 | 0,206 
119 80 0,163 0.171 0.175 0,141 0,133 Daermschlinge nicht abs 
geklemmt 


29 2700 80 O111 — 0,174 0,229 0,238 Ebenso 
29 80 0115 0147 0,212 0,243 0,248 

Vill | 2000) §=80* | 0,086 0,078 0,108 0,125 0,143 \* Insulin in  1/,5mol. 
1138 1900 86* 0,098 0,088 0,097 0,098 0,103 | NagriPO, geldst 


1 Diese Zeitschr. 168, 344, 1925. 
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Wie wir in der Tabelle I sehen, kam es zur ausgesprochenen Hypo- 
glykamie nur einmal bei Tier Nr. 807, dagegen in sechs Versuchen zur 
deutlichen Hyperglykamie, und in drei Versuchen zeigen die Blutzucker- 
werte wohl keine auBerhalb der Fehlergrenze liegende Abweichungen 

Es wire méglich, daB die Blutzuckererhéhung durch den Eingriff 
an sich verursacht wurde, darum wurden zweierlei Kontrollversuche 
gemacht, wo unter ganz denselben Bedingungen (meistens mit leichter 
Athernarkose) entweder nur 0,9°%, NaCl oder nur n/100 HCl in eine 
abgeklemmte Diinndarmschlinge eingespritzt wurde. 


Tabelle II. 


Kontrollversuche am Bauchfensterkaninchen; 0,9°,iges NaCl in eine ab- 
geklemmte Diinndarmschlinge eingespritzt. Samtliche Tiere haben vor 
dem Versuch 24 bis 48 Stunden gehungert. 





Blutzucker °/, 





0,9 ome |Blutzucker °/, 














Nr. Gewicht Na vor der 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 
Injektion 
8g ccm nach der Injektion 
29 || 2700 5 0,100 0.111 0,110 0.115 0,100 
VIII | 2000 4 0,122 0.108 0,103 0.100 0,092 
113 1900 4 0,112 0,100 0,092 0,096 0.097 
Ix 4 0.109 0,104 0.114 0.109 0.100 
X 4 0,076 0,086 0.113 0,137 0,147 
XI 4 0.072 0.089 0,067 0.072 0,068 
Tabelle III. 
Kontrollversuche am Bauchfensterkaninchen; 2/100 HCl, sonst wie 
Tabelle II. 
“ie Rei Tae . Ag Pe rer eg? sf . Blutzucker 0 rT) 
Blutzucker °/» 
Nr. Gewicht 1/100 HCl vor der 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 
Injektion 
g ccm nach der Injektion 
Vill 2000 4 0,122 0,175 0,214 0,246 0,193 
113 1900 4 0,115 0,169 0,225 0,222 0,211 
IX 4 0,126 0,153 0,188 0,189 0,173 
xX 4 0,144 0,150 0,155 0,140 0,143 
XI 4 0,064 0,102 0,124 0,112 0,069 


Aus Tabelle I] ersehen wir, daB 4ccm 0,9°%,iges NaCl keinen 
EinfluB auf den Blutzucker ausiibt, dagegen aus Tabelle III, daB es 
nach dem Einspritzen von 4 ccm n/100 HCl in den Darm zu einer Blut- 
zuckererhéhung kommt. 

Eine Ausnabme bildet Kaninchen Nr. X, bei welchem sich nach 
Salzsiéureeinspritzung der Blutzucker kaum dndert, wahrend es mit 
0,9%igem NaCl zu einer Erhéhung kam. 
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Aus diesen Kontrollversuchen méchten wir auf die interessante 
und scheinbar wenig beobachtete Tatsache hinweisen, daB Salzsaure, 
schon in einer Konzentration von n/100, vom Diinndarmkanal aus eine 
deutliche blutzuckersteigernde Wirkung hat. 


Um iiber das Schicksal des Insulins in der abgeklemmten Diinn- 
darmschlinge einen AufschluB zu bekommen, wurde bei den Kaninchen 
aus Tabelle 1, 4 Stunden nach Einbringen des Insulins, vor der Ab- 
nahme der Klemmen, der Inhalt der Darmschlinge ausgesogen bzw. mit 
0.9%igem NaCl ausgewaschen und diese gesamte Fliissigkeit je einem 
Hungerkaninchen subkutan eingespritzt. Wir hiatten gern fiir jeden 
Inhalt mehrere Tiere benutzt, aber die zu erwartenden Mengen Insulin 
waren zu gering; andererseits dient jeder Versuch als Kontrolle des 
anderen. Diese Versuche finden wir in der Tabelle 1V zusammengefaBt. 


Tabelle IV. 


Kaninchen subkutan eingespritzt mit dem Inhalt der abgeklemmten Darm- 
schlingen der Bauchfensterkaninchen; Darminhalt entnommen 4 bis 
5 Stunden nach dem Einbringen des Insulins. 





Blutzucker ° » 
Blutzucker °/, ——— 





Menge des 





Nr. Gewicht Sesmiaheite ous epcitien 2 Std. 4 Std. Bemerkungen 
ny nach der Injektion 
2 2050 | Kaninchen Nr. Il, 0,101 0,041 — Krampf. 4g 
4 ecem Dextrose sub 
285 2700 Kaninchen Nr. V, 0,094 0,048 0.035 kutan 
4 cem 
16 2600 Kaninchen Nr. VI, 0,093 0,073 0.078 
6 ccm 
80 2450 Kaninchen Nr. VII, 0,104 0,083 0,102 
10 ccm 
51 1650 Kaninchen Nr. 807, 0,069 0,066 0,065 
6 ecm 
66 2050 Kaninchen Nr. 119, 0,094 0,074 0,075 
15 com 
70 2200  Kaninchen Nr. VII, 0,105 0.114 0,107 
ecm 
2 | 2550 Kaninchen Nr. 113, 0,085 0,090 0,101 
5 ecem 


Aus der Tabelle IV ersieht man, daB es einmal zum Krampf 
(Kaninchen Nr.2) kam, hier war der Darminhalt des Kaninchens 
Nr. III (Tabelle 1) eingespritzt, aber dieser war bereits 2 Stunden nach 
Einbringen des Insulins entnommen. Sonst kam es nur noch einmal zu 
einer tiefen Senkung des Blutzuckers unter die Krampfgrenze, in den 
iibrigen Fallen zeigte sich sonst keine oder nur eine noch gerade an- 
gedeutete Senkung. Dies bedeutet, daB nach 4 Stunden meist im Darm- 
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inhalt gar nichts, ausnahmsweise noch etwas von dem Insulin vor- 
handen ist, der bei weitem gréBte Teil also nicht mehr nachzuweisen ist. 

Von Méglichkeiten zur Erklarung der Wirkungslosigkeit bzw. des 
Verschwindens des in den Darm gebrachten Insulins sehe ich folgende: 

1. Das Insulin wird durch die Darmfermente zerstért ; 

2. es wird durch die Darmwand oder auch durch den Darminhalt 
irgendwie festgehalten, vielleicht adsorbiert ; es kann dann nicht resorbiert 
werden weder aus dem Darm des ersten Tieres noch aus dem subkutanen 
Gewebe des zweiten Tieres, dem der Darminhalt eingespritzt wird. 

Was die Wirkung der Verdauungsfermente auf Insulin betrifft, so 
hatte man von je daran gedacht, da8 es durch Trypsin definitiv zerstért 
wird. Dies war ja auch der Gedanke der Banting- Best-Collipsschen 
Darstellung. 


Wir fanden aber spater in der Literatur auch einige Angaben, nach 
welchen Insulin, mit Trypsin zusammengebracht, nicht zerstért, sondern 
sofort inaktiviert (Scott', Shonle und Waldo*, Epstein und Rosenthal?, 
Weiss und Pogdny*) wird. Dann kann es aber noch durch verschiedene 
MaB8nahmen wieder seine volle Wirksamkeit zuriickerhalten. Wenn man 
die beiden Stoffe allerdings laénger, und zwar bei 37° zusammen laBt, tritt 
allerdings nach einigen Autoren aillméhlich ein irreparabler Verlust an 
Wirksamkeit ein (nach Scott nach 12 Stunden, nach Shonle und Waldo 
nach 5% Stunden). Letzteres, eine Zerstérung also, hatten ja auch, wie 
oben erwahnt, die ersten Untersucher (Banting und Best, Witzemann und 
Livshis*) schon feststellen kénnen. Uber die Wirkung des Erepsins liegen 
Versuche von F. Waldschmidt-Leitz? vor; danach soll dieses Ferment das 
Insulin nicht angreifen. Allderdings miissen wir bemerken, daBG bei all diesen 
Versuchen — Scott und Shonle und Waldo ausgeschlossen — keine quanti- 
tative Auswertung des Insulins vorliegt, und es so leicht méglich ist, dab 
den Autoren auch eine wesentliche Verminderung des Insulins entgangen ist. 


Im weiteren stellten wir in-vitro-Versuche an, um zu sehen, was 
mit Insulin geschieht, wenn es mit der Darmwand zusammengebracht 
wird. 


Zu diesem Zwecke war unser Verfahren das folgende : Gesunde Kaninchen 
wurden durch Nackenschlag getétet, der Diinndarm in einem Abstand 
von ungefaihr 20 cm vom Pylorus und 15 bis 20 em vom Blinddarm heraus- 
geschnitten und vom Mesenterium befreit. Er wurde dann mit physiologischer 
NaCl-Lésung gut ausgewaschen, in vier ziemlich gleiche Stiicke von un- 
gefihr 40cm Lange (Gewicht 15 bis 20g) geschnitten und jedes Stiick 


1 Journ. of biol. Chem. 68, 641, 1925. 

2? Ebendaselbst 66, 467, 1925. 

3 Amer. Journ. of Physiol. 70, 225, 1924; 71, 316, 1925. 
* Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 786, 1926. 

5 Journ. Lab. a. clin. Med. 7, 251, 1921/22. 

* Journ. of biol. Chem. 57, 425, 1923. 

7 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2367, 1926. 
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an beiden Enden abgebunden. In zwei Darmstiicken wurden je 80 (intern.) 
Einheiten Insulin, gelést in 4cem n/100 HCl, eingespritzt, und die beiden 
anderen Darmstiicke, in die 4cem n/100 HCl eingespritzt wurden, als 
Kontrolle benutzt. Die Darmteile wurden in Flaschen getan, deren jede 
5eem 0,9%ige NaCl-Lésung enthielt. Die vier Flaschen wurden dann im 
Brutzimmer bei 37°C 3 Stunden lang im Schiittelapparat geschiittelt. 
Nach dieser Zeit wurden die Darmstiicke fein zerkleinert und mit der 
AuBenfliissigkeit sowie mit dem Darminhalt vereinigt und als ,,Darmbrei“ 
bezeichnet. Schon hier sei bemerkt, daB sowohl Darminhalt wie AuBen- 
fliissigkeit eine annaihernd neutrale Reaktion zeigten, némlich in allen 
Versuchen lag sie in der Nahe des Umschlagpunktes von Lackmus. 

Jeder Darmbrei wurde nun wie bei der Herstellung des Insulins aus 
Pankreas mit dem vierfachen Volumen 80°%igen Alkohols, der 2°, HCl 
enthielt, vermischt und iiber Nacht im Kiihlraum stehengelassen. Am 
nachsten Tage wurde zentrifugiert, in der klaren Fliissigkeit mit absolutem 
Alkohol und Ather in der iiblichen Weise ein Niederschlag erzeugt. Nach 
wieder ungefaihr zwélfstiindigem Stehen bei etwa 1°C wurde zentrifugiert, 
und der Niederschlag nach Trocknen im Vakuum in n/100 HCl geldést. 
Das Prazipitat ging immer leicht in Lésung. 

Diese Lésung wurde an Hungerkaninchen ausgewertet, so daB méglichst 
vier Tiere mit derselben Menge desselben Extrakts subkutan eingespritzt 
wurden. Einigemal wurden nur zwei Tiere aus Mangel an Material benutzt. 

In der Tabelle V bedeutet C einen Versuch mit einem Darmteil aus 
einem Kaninchen (1010); I plus II und III plus IV sind Darmteile aus 
einem anderen Kaninchen (1011); bei diesem Versuch mit Kaninchen 1011 
wurde der Diinndarm in acht statt in vier gleiche Teile (von etwa 8 bis 10 
statt 15 bis 20g) geschnitten und hiervon vier Teile (I bis IV) mit je 
80 Einheiten Insulin gefiillt. Bei dem Verarbeiten auf Insulin mit Alkohol 
wurden jedoch jedesmal zwei solche Flascheninhalte vereinigt, daher die 
Bezeichnung I plus II und III plus IV. (Uber die Ergebnisse der Extrakte 
aus den Kontrollteilen siehe spater.) 


Tabelle V. 


Kaninchen subkutan eingespritzt mit Extrakten von mit Insulin gefiillten 








Darmteilen. 
Blutzucker oo alate, 
Nr. Eingespritzter Extrakt —s 2 Std. 4 Std. Bemerkungen — 
Injektion ened siiien lnjektion gefunden 
12 %_ vom DarmteilC 0,99 0,30 - > Ae my ee om 
. . . ac xtrose 
mit 80 E. Insulin subkut. Wiederherst z 4 
88 Ebenso 1,08 0,56 — Ebenso a 
264 M4 von C 1,02 0,91 1,10 
44 Ebenso 1,05 0,97 1,00 
67 | /,; vom Darmteil I 0,82 0,32 0,09 | 
+ Il mit 160 E. Ins. etwa 3 
65 Ebenso 0,84 | 0,65 | 0,57 j 
31 '/;vomDarmteilllI 0,92 0,82 0,94 
+ IV mit 160 E. Ins. | 
258 Ebenso 0,91 0,46 0,86 <5 
67 . 099 040 | 0,99 | 
123 = 0,96 1,04 1,04 





30 A. Stasiak : 


Wie man aus der Tabelle V entnehmen kann, ist das zu dem Darm 
zugefiigte Insulin fast ginzlich verschwunden, wahrscheinlich zerstért. 
denn von den hinzugefiigten 80 Einheiten findet man noch kaum 10°, 
zuriick. 

Wie bereits erwaihnt, war die Reaktion des Darminhalts immer 
in der Nahe des Umschlagpunktes des Lackmus (rotes Lackmuspapie1 
wurde kaum blau); es kénnte uns entgegengehalten werden, daB Insulin, 
bei dieser Reaktion bei 37°C geschiittelt, an und fiir sich zugrunde 
geht, ohne daB der Darm als solcher etwas damit zu tun hatte. Wir 
konnten uns jedoch tiberzeugen, daB dem nicht so ist. 

10 internationale Einheiten Insulin wurden in n/100 HCI gelést; 
daraufhin fiigten wir tropfenweise so viel NaHCO, hinzu (das Insulin 
flockt dabei aus), bis die Reaktion mit Lackmus ganz schwach alkalisch 
war. Dieses Gemisch wurde nun, genau wie bei den Darmversuchen, 
3 Stunden bei 37°C geschiittelt. Hiernach séuerten wir es mit einigen 
Tropfen n/10 HCl an, bis das ausgeflockte Insulin wieder in Lésung ging, 
und werteten die Fliissigkeit an vier Hungerkaninchen aus. 


Es ergab sich nun, daB ein Zehntel der sauren Lésung eingespritzt, 
bei allen Tieren niedrigen Blutzucker (0,29, 0,35, 0,40, 0,33°/,,) und 
Krampf verursachte. Somit waren also alle 10 Einheiten unverandert 
zuriickzugewinnen. 

Da alle vier Tiere Krampf bekamen, wo sonst nach Einspritzen 
einer Einheit es wohl zu niedrigem Blutzucker, doch seltener zu Krampf 
kommt, gewinnt man den Eindruck, als wenn das mit NaHCO, be- 
handelte Insulin sich verstarkt hatte. Dies wiirde iibereinstimmen mit 
noch unveréffentlichten Versuchen dieses Laboratoriums (EZ. Dinge- 
manse), nach welchen Insulin mit NaHCO, nicht nur ohne Verlust zu 
reinigen ware, sondern dadurch in seiner Wirkung verstarkt wiirde. 

Das Verschwinden des Insulins in unseren Versuchen ist also auf 
den Darm oder seine Sekrete und Bakterienflora zuriickzufiihren. Es 
ware auch méglich, daB die organische Substanz der Darmwand, haupt- 
sichlich das EiweiB, das Insulin adsorbiert, so daB es nur deswegen bei 
dem Alkoholverfahren nicht zuriickzugewinnen ist, also dieses Ver- 
fahren nur ungeeignet ist, Insulin unter diesen Umstanden darzustellen. 
Darum gingen wir nach, was mit dem in n/100 HCl gelésten Insulin 
geschieht, wenn es fiir kurze Zeit mit Darmbrei zusammengebracht 
wird. 


Hierzu wurde einem gesunden Kaninchen in der schon beschriebenen 
Weise der Diinndarm herausgenommen, in gleich lange Stiicke geschnitten, 
dieselben fein zermahlen und dem Brei je 80 Einheiten Insulin, in 4 cem 
n/100 HCl gelést, hinzugefiigt. Nachdem es in einem Mérser gut zerrieben 
war, wurde es in der bekannten Weise mit Alkohol verarbeitet. Das am 
Ende erhaltene Produkt wurde in n/100 HCl gelést und am Hungerkaninchen 
ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusammengefaBt. 
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Tabelle VI. 
Kaninchen, eingespritzt mit Extrakten aus Darmbrei, kurze Zeit mit Insulin 
zusammengebracht. 
0 
i Blutzucker °/ Finheiten 
Nr Eingespritzter Extrakt |... der _ 2a 4 Std. Bemerkungen —— 
Injektion nach der Injektion gefunden 
70. = Neo vom Darm 1,21 0,63 0,90 te d. 3. Sed. Kramapt. 
A "Tg ac s xtrose 
+ 80 E. Insulin; A subkutan Wieder- 
: herstellung 80 
285 #benso 0,99 0,29 — Krampt 
26 "7 0,84 0,31 —_ ° 
266 ‘a 1.01 0,35 — - 
277 Veg vom Darm 0,96 0,29 — Krampt 
+ 80 E. Insulin; B | 
260 Ebenso 1,19 0,46 0,50 Fi ) 
129° . 1.02 0,33 one Krampf, 4g Dex- 
trose subkutan 
253 - 1,18 0.51 — Ebenso 


Tabelle VI zeigt, daB */,, der Gesamtmenge eingespritzt, die 
Wirkung einer vollen Einheit ergibt, es sind also 80, das sind simtliche 
zugefiigten Einheiten Insulin, wiedergefunden. Daraus folgt also, daB 
Darmbrei Insulin weder zerstért noch festhalt, wenn er damit nur kurze 
Zeit etwa 10 Minuten in Beriihrung gewesen. 

Es bleibt nur die Auffassung iibrig, daB die Zerstérung des Insulins 
mit der Tatigkeit der Darmzellen bzw. ihres Sekretes oder der Darm- 
bakterien in Zusammenhang zu bringen ist. Am ehesten ist es wohl 
das Erepsin, an dessen Rolle man zu denken hat, obwohl man nach 
Angaben von Feliz und Waldschmidt-Leitz! das Trypsin nicht ganz 
ausschlieBen darf. 

Genannte Autoren geben namlich in ihren Fermentstudien an, 
daB der Diinndarm nie, auch nicht nach sorgfaltigstem Auswaschen, 
von dem einmal durch das Pankreas sezernierten Trypsin zu befreien 
ist; die Darmzellen haiufen anscheinend das Trypsin in sich auf. Es 
galt nun, sowohl die im Darm noch vorhandenen Fermente wie auch 
die Darmzellen selber, abzutéten. Wir dachten dies durch NaF zu 
erreichen. Nach Literaturangaben lihmt eine 1% ige NaF-Lésung 
das Erepsin, und nach den bekannten Resorptionsversuchen von 
Heidenhawn titet NaF schon in Konzentrationen von 0,05% die 
Darmzellen. 

Vor der Benutzung des Diinndarms zu dem Insulinversuch fiillten 
wir ihn mit einer 1°% NaF enthaltenden 0,9°,igen NaCl-Lésung; er wurde 
dann in eine Lésung gleicher Zusammenstellung gelegt und blieb fiir 1 Stunde 
im Eisschrank. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 3, 1926. 
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Danach wurde er mit 0,9°% igem NaCl ab- und ausgespiilt, mit Insulin 


gefiillt und bei 37° geschiittelt, wie in den vorigen Versuchen. 


Doch auch dieser Versuch fiel wie der erste (Tabelle V) aus, d. h. von 
dem zugefiigten Insulin war nur ein kleiner Teil, ungefaihr 5 Einheiten 
d. h. noch nicht 10° zuriickzufinden. Daraus zu schlieBen, daB das 
tote Material ohne Fermente zur Zerstérung bzw. Bindung von Insulin 
imstande ist, ist aber woh] doch nicht zwingend, weil méglicherweise 
unser Verfahren mit NaF nicht zur Tétung des Darmes und seiner 
Fermente und Bakterien geniigt. In dieser Richtung miiBten noch 
weitere Versuche vorgenommen werden. 

Wie bereits erwahnt, benutzten wir bei den Darmversuchen stets 
Kontrolldarmstiicke, d. h. Teile desselben Diinndarms von derselben 
Lange, wie zum Insulinversuch, nur wurden diese bloB mit 4 ccm 
n/100 HCl gefillt, dann aber auch im Brutzimmer bei 37° geschiittelt. 
Nachher wurden sie genau in derselben Weise verarbeitet wie die Insulin- 
darmteile. Es ergab sich hier nun der merkwiirdige Befund, daB von 
fiinf Kontrolldarmteilen, drei bei Kaninchen Hypoglykamie und Krampfe 
verursachten. Als Beispiel seien zwei Fille tabellarisch wiedergegeben. 


Tabelle VII. 


Kaninchen, eingespritzt mit Extrakt aus Kontrolldarmteilen. 





Blutzucker °/ 50 











Nr. Eingespritzt Extrakt vor der 2 Std. 4 Std. Bemerkungen a 
Injektion nach der Injektion 
31 4g von Kontroll- 0, 0,23 we Krampf. 4g Dex: 
darm V + VI trose | 
46 Ebenso 0,80 0,34 —_ Ebenso < 48 
73 : 114 | os | — : 
28) =—ry_—————} 8 0,19 -- Sree, Mee 
23 | % von Kontroll- 1,00 030 | — ) 
darm Va a 
103 || J, von Kontroll- | 1,08 | 1,07 | 0,95 wet >24 
darm Va 


Die Fille, wo der Extrakt von Kontrolltieren keine Blutzucker- 
erniedrigung gab, sind nicht wiedergegeben. DaB aber solche Senkungen 
wiederholt vorhanden, legt natiirlich den Gedanken nahe, daB die 
Stoffe, denen diese Wirkung zuzuschreiben ist, vielleicht nur in be- 
stimmten Darmteilen vorkommen. Ohne diese Frage hier endgiiltig 
entscheiden zu wollen, seien einige Versuche angefiihrt. 


Drei gesunde Kaninchen (Versuch A, B und C), durch Nackenschlag 
getétet, jedem der Diinndarm herausgenommen, in vier ziemlich gleiche 
Stiicke geschnitten und in der iiblichen Weise mit je 4cem n/100 HCl 
gefiillt, be. 37° geschiittelt und nachher dem Alkoholverfahren unterworfen. 
Das Endprodukt wurde an je vier Hungerkaninchen gepriift. 
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Bei diesen Versuchen wurde darauf besonders geachtet, welchem Diinn- 
darmteil je ein Darmstiick zugehért; das Duodenum und ein Stiick etwa 
20em vor dem Blinddarm wurden nicht verarbeitet. Die Darmstiicke 
wurden, vom oralen Ende angefangen gegen das aborale Ende zu, mit 
1, 2, 3 und 4 bezeichnet. 


Tabelle VIII. 


Kaninchen, eingespritzt mit Darmextrakten. 





Versuch B. Versuch C 


Test. Versuch A. Test Test. 


Eingespritzt eee ee es “ae SW. ae Pes oy ; 
oe mReUSREE Nee ome binnen 4 Std. z binnen 4 Std 

at 261 0,80 125 1,01 31 0,80 
L ee 5 0,99 102 0,89 258 0,43 
nl 1 30 0,87 122 0,99 17 0,98 
bans 77 0.81 284 0,88 46 0,82 
ao 118 0.93 41 0.76 65 0.97 
N von{ "95 0,99 277 0,92 67 0,90 
nil 2 | 0,90 148 0,96 93 1,10 
—s 251 0,76 101 0,77 73 0,94 
59 0,21 K. 20 0,97 53 0.87 

1), yon : fo -~ 4 
Da 131 0,17 K. 108 0,92 265 0,97 
13 89 0.29 K. 280 0,92 278 1,05 
we 74 0,16 K. 83 0.90 116 0,78 
7 71 0,82 24 1,22 123 0,97 
D — { 128 0.97 35 1,18 92 1,08 
id 4 | 37 0.87 279 1,11 45 1,03 
= 79 0,90 

K. = Krampf. 


Von den 12 Stiicken aus den drei Kaninchen war nur eins, und zwar 
Stiick 3 (etwa Anfang des Iliums) eines Tieres, das zweifellos stirkeren 
Insulineffekt gab (Blutzuckersenkung und Krimpfe bei allen vier 
hiermit behandelten Tieren). Da ein Fiinftel des Extraktes bereits 
diesen Effekt hatte, wiirden sicher mehr als 5 Einheiten (internationale) 
in diesem Stiick vorhanden sein. DaB es sich hierbei um kein regelmaBiges 
Vorkommen handelt, zeigen die analogen Stiicke aus den beiden 
anderen Kaninchen B und C, deren Extrakte keinen Einflu8 hatten. 
DaB eins der Testkaninchen 258 mit dem Extrakt aus Darmteil 1 von 
Kaninchen C eine Senkung bis auf 0,43 zeigte (nach 4 Stunden; nach 
2 Stunden hatte es 0,63) ist wohl ohne Bedeutung, da die drei anderen 
Testkaninchen von dem gleichen Extrakt unbeeinfluBt blieben. 


In der Literatur wurde des éfteren darauf hingewiesen, daB aus 
Duodenum und Magenschleimhaut eine insulinartige Substanz zu 
isolieren ist (Ivy u. Fisher); nach Penau und Simonnet® soll Sekretin, 


1 Amer. Journ. Physiol. 67, 445, 1924. 
2 C.r. Acad. d. Sciences 178, 2208, 1924. 
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aus dem Duodenum hergestellt, bei Kaninchen Hypoglykimie und 
Krampfe verursachen. Unsere Ergebnisse sind von diesen Versuchen 
insofern verschieden, daB wir einesteils gerade das Duodenum nie 
gebrauchten, andererseits nicht bloB die Darmmucosa, sondern die 
ganze Darmwand verwendeten. 


Zusammenfassung. 


_ 


1. Insulin (40 bis 80 internationale Einheiten) in n/100 HCI- 
Lésung bei Bauchfensterkaninchen direkt in den Diinndarm ein- 
gespritzt, hat keine blutzuckererniedrigende Wirkung, hingegen kommt 
es oft zur Hyperglykamie. 

2. Kontrollversuche zeigten, daB die Hyperglykamie auf die zur 
Lésung des Insulins gebrauchte n/100 HCl zuriickzufiihren ist, da 
ahnliche Kontrollversuche mit 0,9°,igem NaCl den Blutzucker un- 
beeinfluBt lieBen. 

3. Insulin in vitro bei 37° 3 Stunden mit Diinndarmbrei geschiittelt, 
wird zerstért. 

4. Insulin, kurze Zeit mit Diinndarmbrei in Beriihrung, wird von 
demselben weder zerstért, noch festgehalten; es ist mit dem Alkohol- 
verfahren quantitativ zuriickzugewinnen. 

5. Auch durch Darm, der mit NaF vergiftet ist, kommt Zerstérung 
des Insulins zustande. 


6. Aus Teilen des Darmes ist gelegentlich eine Substanz zu isolieren, 
welche insulinartige Wirkung hat (Hypoglykiamie und Krampfe bei 
den Hungerkaninchen); bisher hat sich nicht ermitteln lassen, ob be- 
stimmte Darmteile hierfiir besonders pradestiniert sind. 

















Eine Modifikation des Barcroftschen Blutgasanalysenapparates 
und zugleich eines Mikrorespirometers. 


Von 


L. Drastich. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Masaryk-Universitét in Briinn.) 
(Eingegangen am 23. Juni 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Auf Grund meines Mikrorespirometers, das ich seit dem Jahre 1922 
in mehreren Modifikationen konstruiert habe', stellte ich durch zweck- 
maBige Abanderungen einen Blutgasanalysenapparat her, der vor dem 
urspriinglichen Barcroftschen Blutgasmanometer den Vorteil hat, dab 
man keine Konstante zur Bestimmung des Blutgasvolumens braucht, 
sondern daB er direkt das Gasvolumen in Kubikmillimetern an der 
Skala abzulesen gestattet. Man kann weiter zur Analyse jede Menge 
des Blutes, die man gerade zur Verfiigung hat, benutzen, denn es gibt 
auBer einer gréberen, in '/,5,ccm geteilten Skala noch eine andere, in 
Kubikmillimeter geteilte. 

Manche Vorteile hat auch Versars Modifikation des Barcroftschen 
Apparats, der die Hoffmann- Miinzer-Newmannsche* Pipette, die 
zur Bestimmung der Konstante dient, modifizierte und dauernd dem 
Apparat zufiigte. Doch halte ich meine Modifikation fiir praktischer, 
besonders den Ersatz der auch bei Barcroft tiblichen zwei Hahne durch 
einen besonderen Doppelschwanzhahn und durch die besonders zweck- 
maBige Form der GefaBe, fiir deren gliickliche Lésung ich dem Herrn 
Doz. Dr. J. Petrik danke. 

Im weiteren will ich den Apparat kurz beschreiben. 

Das Prinzip ist dasselbe wie bei den meisten mikrorespiratorischen 


(Thunberg, Winterstein, Krogh) und Mikroblutgasanalysenapparaten 
(Barcroft), so daB sich das nihere Eingehen auf dasselbe eriibrigen diirfte. 








1 Biol. Listy 10, 1; Zeitschr. f. vergl. Physiol. 2, 632. 
* Journ. of Physiol. 47, 272; diese Zeitschr. 81, 319, 1917; 151, 246, 
1924; Pincussen, Mikrotechnik. Leipzig, Thieme. 
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Treibt man aus dem Blute im Analysator (Abb. 1, A) ein Gas, z. B. 
Sauerstoff, durch Ferricyankalium aus und ist der Doppelschwanzhahn 
(Abb. 1 und 2, H,) geschlossen (d. h. in der Lage II, Abb. 2), so bewegt 
sich der Index (Abb. 1, I) in einer Kapillare von etwa 0,6 mm Durchmesser 
in der Richtung des niedrigeren Druckes. Um denselben in die urspriingliche 
Lage zu bringen, schraubt man die Quetschklemme (Q,) ab, so daB das 
































Abb. 2. 


Quecksilber in der Skalenréhre (S,) sinkt. Zum feineren Einstellen dient 
die Quetschklemme (Q,), die das Quecksilber in einer in Kubikmillimeter 
geteilten Kapillare (S,) bewegt. 

Der Analysator A ist ein GefiB von etwa 20 ccm Inhalt, das man an 
den Glasstépsel (Abb. 2, Gs) mittels Lanolins dicht ansetzen kann. Seine 
Form ist so angepaBt, daB in der Lage | (gestrichelt gezeichnet, mit der 
Spitze nach unten) die Oberfliche der Fliissigkeiten méglichst klein ist. 
Dreht man aber das Gefa8 an dem Glasstépsel mit schief gerichteter Achse 
um 180° (Lage 2, ausgezogen gezeichnet), so haben die Fliissigkeiten um- 
gekehrt die gré8ten Oberflichen, so daB die Gase aus dem Blute rascher 
entweichen kénnen. In dieser Lage flieBt auch die blutgastreibende Lésung 
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z. B. Weinséure) aus dem Réhrchen (F#,) in das AnalysengeféB ein. Freilich 
mu8 da eine Kommunikation mit der GefaéBluft durch das Réhrchen R, 
vorhanden sein, um den Abflu8 zu erméglichen. An dem genannten Réhrchen 
wird noch ein kleines Gefa8B mittels eines Kautschukringes angebracht (G), 
das die andere blutgastreibende Lésung (Ferricyankaliumlésung) enthilt 
und durch starke Neigung des ganzen Apparats ausgeschiittet werden kann. 
Bei kleinen Blutmengen kénnen einige Tropfen dieser Fliissigkeit in die 
GefaSBwandeinbuchtung (£), die sich beim Drehen des GefiBes von selbst 
ausschiittet, gebracht werden. 
Ganz ahnlich schaut der Kompensator K aus. 


Der Doppelschwanzhahn ist leicht aus der Zeichnung in der Abb. 2, H,, 
begreiflich. Bei seiner horizontalen Lage (I) sind also beide GefaiBe (Ana- 
lysator und Kompensator) mit der duBeren Luft in Verbindung. Dreht 
man aber denselben in eine vertikale Lage (II), dann sind beide GefiBe von 
der 4&uBeren Luft abgeschlossen und nur durch den leicht beweglichen 
Index (I in Abb. ]) voneinander getrennt, denn die Réhren R, und R, 
kommunizieren miteinander dicht an dem Hahn. (Dadurch wird das Ein- 
fiillen des Petroleumindex vom Innern des Hahnmantels aus sehr er- 
leichtert.) ‘ 

An der Réhre R, sind zwei kalibrierte Glasréhrchen angebracht. S, ist 
in */so9 Sz in */j99 cem geteilt. Das Quecksilber in denselben wird durch 
breite Quetschklemmen (Q, und Q,), die auf kurze Kautschuksicke aus 
Kautschukschlauchen (Ka,, Ka,) driicken, auf und ab bewegt. 


Eine Blutgasanalyse wird nun folgendermaBen durchgefiihrt: In 
den Analysator (A) und in den Kompensator (K), die mit zwei FiiBchen 
(F in Abb. 1) versehen sind und so auf den Tisch gestellt werden kénnen, 
gibt man 2 ccm verdiinnten Ammoniaks (4 ccm auf | Liter Wasser). Unter 
denselben schichtet man das zur Analyse bestimmte Blut, und zwar, wenn 
mdglich, 1 eem. In das Schalchen G (Abb. 2) der beiden GefaéBe tropft man 
aus einer Pipette 0,2 cem kalt gesittigter Ferricyankaliumlésung. Darauf 
fettet man die Glasstépsel mit Lanolin gut ein und setzt die beiden GefiBe 
in derselben Lage, wie sie auf dem Tische gestanden, darauf. Dann fiillt 
man eine in 0,1 cem geteilte Pipette (P), auf deren Spitze eine Injektions- 
nadel N gut eingeschliffen ist, mit 20°,iger Weinséurelésung. Die Nadel- 
spitze wischt man mit Filterpapier ab und schiebt die Nadel durch die 
Hahnbohrung (H,) bis in die Réhre FR, vor, l4Bt dann in dieselbe 0,2 ccm 
abflieBen und zieht sie wieder heraus. 


Darauf stellt man die GefiBe in ein Wasserbad (bei gewdhnlicher 
Temperatur), in dem das Wasser sténdig umgeriihrt wird. Nach einigen 
Minuten schlieBt man den Hahn H, (Lage IT) und liest an den beiden 
Skalen die Skalenwertsummen ,,z7‘‘ ab, wobei man auch die Indexlage 
notiert. Dann dreht man die GeféBe um etwa 150°, damit die Fliissigkeit 
eine gréBere Oberflaiche hat, und unterstiitzt durch Schiitteln die Hamolyse 
des Blutes (auBerhalb des Wassetbades). Handelt es sich um Venenblut, 
so nimmt dasselbe Sauerstoff aus der GeféBatmosphare auf, und der Index 
verschiebt sich nach der Richtung des niedrigeren Druckes. Durch Hebung 
der Quecksilberséule in einem der Skalenréhrchen bringt man den Index 
auf die urspriingliche Stelle, und auf der Skala liest man bei derselben 
Indexlage den zweiten Skalenwert ,,y“‘ ab. Durch Neigung des ganzen 
Apparats schiittet man die Ferricyankaliumlésung in die Blutlésung ein, 
und der ausgetriebene Sauerstoff, der den Index jetzt in der anderen 
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Richtung verschiebt, wird durch das Zuriickschaffen desselben mittels 
Senkung des Quecksilbers bestimmt (Ablesung ,,z‘‘). 


Jetzt dreht man endlich beide GeféBe (A und K) noch um 30° in der- 
selben Richtung wie vorher, so daB die Weinsdurelésung in die Blutprobe, 
eventuell Ammoniak-Kontrollésung, ausflieBt. Das entstandene Kohlen- 
dioxyd wird wiederum in der geschilderten Weise bestimmt (Wert ,,u‘‘). 
Es ist selbstverstandlich, da8 man vor allen Ablesungen den vollstandigen 
Ablauf der Reaktionen und den Temperaturausgleich abwarten mu3B. 


Die weitere Berechnung geschieht auf folgende Weise: 

x — y = Differenz des Sauerstoffgehalts im venédsen und arteriellen 
(das ist beinahe gesattigtem) Blute. 

z—y = Sauerstoffgehalt im sauerstoffgesaittigten Blute (arteriellen). 

z— 2 = Sauerstoffgehalt im untersuchten (vendsen) Blute. 

u— z = Kohlensduregehalt des Blutes. 


Ist 1 ccm Blut zur Verfiigung, so bedeutet jeder Teil auf der Skala S, 
1%, auf der Skala S, +/,,%. Anderenfalls ist es nétig, die gefundenen Werte 
auf Volumenprozente zu berechnen, 


Beispiel. Einem Kaninchen wurden aus der Ohrvene mit einer 
Tuberkulinspritze 0,8ccm Blut entnommen und dasselbe gleich in den 
Analysator unter verdiinntes Ammoniak (2 cem) geschichtet. Der Kompen- 
sator enthielt nur 2ccm verdiinnten Ammoniaks. Nach eingetretenem 
Gleichgewicht in dem Wasserbad bei geschlossenem Hahn H, (Lage IT) 
wurde an der Skala S, 10, an S, 40 abgelesen. Das rechte Ende des Petroleum- 
index stand auf 3. Nun wurde der ganze Apparat mit der linken Hand 
aus dem Wasser genommen, und mit der rechten Hand wurden beide GefiBe 
gedreht, und zwar so weit, daB die Weinséure noch nicht herauslief. (Dabei 
muS8 man achtgeben, daB die Warme der Finger nicht den Index heraus- 
treibt. Fat man das andere GefiB, so geht der Index wieder zuriick.) 
Dann wurde so lange geschiittelt, bis sich der Index nicht mehr riihrte. 
Durch die Quetschklemme Q, bringt man dabei den aufsteigenden Index 
immer wieder zuriick. Nach 9 Minuten erzielte man das Gleichgewicht. 
Nachdem der Index genau auf 3 eingestellt wurde, konnte man an der 
Skala S, 8, an S, 29 ablesen. Um die Sauerstoffmenge im sauerstoff- 
gesittigten Blute zu bestimmen, nahm man den Apparat wieder aus dem 
Wasser heraus und neigte ihn so tief, daB die Ferricyankaliumlésung in das 
hamolysierte Blut ausfloB und schiittelte es dann so lange unter Regulierung 
des Index mittels Quetschklemmen Q, und Q,, bis wieder seine urspriing- 
liche Lage (3 des rechten Endes — selbstverstéindlich im Wasserbad) 
erreicht wurde. Dies war der Fall beim 20. Teil auf Skala S, und 27. 
auf S, (nach 13 Minuten). Abhnlich wurde nach weiterem Umdrehen der 
GefaBe (so daB die Weinséiurelésung ausfloB) und tiichtigem Schiitteln das 
Gleichgewicht der Gasdrucke in beiden GefaiBen bei 60 auf S, und 31 auf 
S, gefunden. 

Die Resultate sind in der beigefiigten Tabelle iibersichtlich zusammen- 
gestellt. 

Will man die Blutanalyse unter gewisser Sauerstoff- oder Kohlenstoff- 
séurespannung durchfiihren (z. B. bei Bestimmung der Alkalireserve), so 
kann man die betreffende Gasmischung in die GefaéBe A und K durch 
die Réhren Rg, und R, cinfiihren. Zur Kontrolle, wieviel Gas durch die 
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Blutgasanalyse: 0,8 ccm Blut aus der Ohrvene eines Kaninchens. 





Nach 24 Stunden 





Skala — anuanapetine _ 
Skalens Tempe- Skala : , 
Ablesung ——— summe_ ratur ——————— aie vung 
S; Se S; Se sum ur 
cmm cmm Cc cmm cmm Cc 


Ablesung nach Unter- 

schichtung d. Blutes 

unt. Ammoniak (2) 105 40 140 20 10, | 26,7 || 126,7 20 
Blut nach Hamolyse 

und Sattigung mit 

oe” ey ae 8 29 109 20 8 13.6 93,6 20 
Nach Austreiben von 

O, durch Ferri- 





cyankalium (z). . 20, 27 227 20 206 12.2 212.2 20 
Nach Austreiben von 
CO, durch Wein- 
Se ee sw co 6 605 31 631 20 64, 8.5 648.5 20 
Berechnung der Werte der vorigen Tabelle. 
Nach 24 Stunden 
" Auf 0,8 com Auf lcem , - 
Gasgehalt Blut Blut Vol.» Auf O8cem Auf lecm Vol 
Blut Blut = 
x—y* 31 38 3.8 31,1 41 4,1 
z—y 115 148 14.8 118.6 148 14,8 
i—2x 87 109 10.9 85.5 107 10,7 
u—z 404 505 50.5 436.3 545 54.5 


* Erklarung dieser Bezeichnung siehe auf S. 38. 


einzelnen GefaiBe durchgegangen ist, kann man es mittels Kautschuk- 
schlauchen von den Réhren R;, Rs, aus welchen es entweicht, unter Wasser 
in ein Eudiometer fiihren. 

Der ganze Apparat ist in einem kleinen Kastchen (10 x 14 * 24 em) 
montiert. Es sind daselbst auch alle nétigen Lésungen und andere Hilfs- 
mittel untergebracht, um ihn auf Expeditionen leicht mitnehmen zu 
kénnen. 

Benutzt man nur die in Kubikmillimeter geteilte Skala, so kann 
der Apparat als Mikrorespirometer benutzt werden. 

Der komplette Apparat wird vom Institutsmechaniker J. Moravec, 


Briinn, Udoln{ 73, oder von der Firma Franz Hugershoff, Leipzig, geliefert. 








Besteht ein ursichlicher Zusammenhang 
zwischen tonischer Muskelkontraktion und Milchsiurebildung? 
Von 


S. G. Zondek und F. Matakas. 


(Aus der II. medizinischen Universitétsklinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1927.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Uber die Bedeutung der Milchsaure fiir den Muskel und seine 
Funktion ist in den letzten Jahren von physiologischer Seite viel 
gearbeitet worden. 


Fletcher und Hopkins stellten die Theorie auf, da8 die Milchsiéure die 
Ursache der Muskelzuckung sei. Diese Auffassung, die von manchen 
Autoren angenommen, von anderen aber stets bezweifelt wurde, kann aus 
den verschiedensten Griinden nicht mehr aufrecht erhalten werden. Unter 
den experimentellen Untersuchungen, die gegen die genannte Auffassung 
sprechen, sei vor allem auf neuere Untersuchungen Embdens' und seiner 
Schiiler hingewiesen, die zeigen konnten, daB die Milchséurebildung den 
Vorgang der Muskelzuckung noch wesentlich iiberdauert, d. h. in die Er- 
schlaffungsphase fallt und daher nicht die Ursache der Muskelzuckung 
sein kann. 

Nicht weniger umstritten ist die Bedeutung der Milchséure fiir den 
Vorgang der tonischen Muskelfunktion. Der Begriff der tonischen Muskel- 
kontraktion ist zurzeit noch nicht einheitlich definiert; doch diirften zweck- 
maBigerweise als tonisch alle diejenigen Muskelkontraktionen bzw. Muskel- 
kontrakturen bezeichnet werden, die nicht direkt mit der animalischen 
Funktion des Muskels (Zuckung, tetanische Kontraktion usw.) zusammen- 
hangen. Die tonischen Muskelkontraktionen setzen immer langsam ein 
und halten lange an. Die tonische Kontraktion bzw. Kontraktur ist als 
vegetative Funktion aufzufassen und mu8 demgemaB wie alle vegetativen 
Funktionen im menschlichen Organismus entsprechend der Auffassung von 
F. Kraus und S.G.Zondek* durch die Regulatoren im vegetativen System 
(Nerv, Gift, Elektrolyt) ausgelést werden kénnen. Dies ist auch tatsachlich 


1 Embden, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 14, 8. 628; Embden, H. Hirsch- 
Kauffmann, E. Lenhartz und H. Deuticke, Zeitschr. f. phys. Chem. 151, 


209, 1926. 
* F. Kraus und S.G.Zondek, Klin. Wochenschr. 36, 1773, 1922; 


S. G. Zondek, Die Elektrolyte, 8. 128. Berlin, Verlag Julius Springer, 1927. 
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ler Fall; denn wie die bereits vorliegenden Untersuchungen verschiedener 
\utoren (Bethe', v. Fiirth®, Meyerhof*, Riesser* und seiner Schiiler, Mat- 
wka® u. a.) ergeben haben, lassen sich tonische Kontrakturen durch die 
erschiedensten Gifte (Chinin, Coffein, Chloroform, Veratrin usw.), durch 
Elektrolyte (KCl, K,8O,, HCl, NaQH, NH,OH u. a.) und durch die mit 
Vaguswirkung ausgestatteten Stoffe (Acetylcholin) hervorrufen. Die Tat- 
sache, daB die genannten Substanzen am Muskel den gleichen Effekt 
hervorrufen, entspricht an sich durchaus der Auffassung S.G. Zondeks® 
von der Gleichférmigkeit der Nerv-, Gift- und Elektrolytwirkung. Um so 
auffalliger erwies sich bei der Durchsicht der Literatur, daB die Grund- 
lagen der verschiedenen Kontrakturen ganz verschieden sein sollten. So 
wird z. B. von Riesser?, der in einem Ubersichtsreferat zur Frage der 
Muskelkontraktur Stellung nimmt, ausgefiihrt, daB eine Gruppe der kon- 
trakturerzeugenden Substanzen (Saéuren, Basen, Narkotica) direkt, eine 
zweite dagegen (Chinin, Coffein) indirekt auf die Muskelplasmasubstanz 
wirke. In letzterem Falle soll die entstehende Milchsiure die unmittel- 
bare Ursache der Kontraktur darstellen. Kontrakturformen letzterer Art 
werden von Riesser und Neuschloss*® als physiologische Saiurekontrakturen 
bezeichnet. SchlieBlich nimmt Riesser noch eine dritte Kontrakturform an, 
die als ,,Erregungskontraktur** bezeichnet wird. Bei dieser sollen die in 
Frage kommenden Substanzen (Kalisalze, Acetylcholin u. a.) durch Er- 
regung der neuromuskuliren Zwischensubstanz Langleys ihre Wirkung zur 
Entfaltung bringen. Meyerhof® macht zwischen den einzelnen Kontraktur 
formen itiberhaupt keinen Unterschied, sondern behauptet, daB alle mit 
Ausnahme der Acetylcholinkontraktur sekundar durch Milchséurebildung 
hervorgerufen werden. Einen entgegengesetzten Standpunkt vertritt 
Bethe™ und seine Schule; wohl glaubt er, daB bei der physiologischen 
tonischen Kontraktion eine Substanz entstehe (Verkiirzungssubstanz), die 
die Kontraktion auslése, identifiziert aber diese Substanz nicht mit der Milch- 


' Bethe, Piliigers Arch. 199, 491, 1923; Bethe. Frdnkel und Wilmers, 
ebendaselbst 194, 45, 1922. 

2 Zitiert nach Riesser. 

3 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 182, 230, 1920; 205, 415, 1924; 191, 
138, 1921; Klin. Wochenschr., Jahrg. 3, Nr. 10, 1924, 8S. 392. 

* Riesser und Neuschloss, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 92, 254, 
1922; Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 176, 1923; Riesser und Steinhausen, 
Pfliigers Arch. 197, 288, 1922; Riesser und Richter, ebendaselbst 207, 287, 
1925; Riesser und Heianzan, ebendaselbst 207, 302, 1925. 

5 Matsuoka, ebendaselbst 204, 51, 1924. 

® S.G. Zondek, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 17 und 19; ,,Die Elektro 
lyte“, S. 120. Berlin, Julius Springer, 1927. 

7 Riesser, Handb. d. normal. u. pathol. Physiol. (Bethe, v. Bergmann, 
Embden, Ellinger) 8, 1. Halfte, 1. Teil, S. 218; Riesser und Neuschloss, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 93, 163, 1922; 92 und 94. 

8]. c. und Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. (Bethe, v. Bergmann, 
Embden, Ellinger) 8, 1. Halfte, 1. Teil, S. 236. 

> he. 

© Bethe, Pfliigers Arch. 199, 491, 1923; Bethe, Frankel und Wilmers, 
ebendaselbst 194, 45, 1922; Wilmers, ebendaselbst 178, 193, 1920; Schott, 
ebendaselbst 194, 271, 1922; Ohno, ebendaselbst 197, 362, 1922; Saito, 
ebendaselbst 198, 191, 1923; Hin, ebendaselbst 202, 144, 1924. 


3* 








re ee 





42 S. G. Zondek u. F. Matakas: 


siure. Von den Stoffen, die im Experiment eine Verkiirzung hervorrufe: 
nimmt er an, daB sie selbst eine Verkiirzungssubstanz darstellen und ihr 
Wirkung nicht an die Milchséurebildung gebunden ist. Zu diesen Ergebnisse 
kam Bethe lediglich auf Grund indirekter Uberlegungen. Direkte Versuch 
iiber Milchséurebildung bei den verschiedenen Kontrakturformen sind vo 
ihm nicht ausgefiihrt worden. 

Diese kurzen Literaturangaben zeigen ganz deutlich, daB von 
einer einheitlichen Auffassung iiber das Zustandekommen und das 
Wesen des tonischen Kontrakturvorganges beim Muskel keine Red 
sein kann. Da bei der Mehrzahl der vorliegenden Untersuchungen die 
Frage, ob die verschiedenen Kontrakturformen durch Milchsdure. 
bildung hervorgerufen werden oder nicht, in den Vordergrund gestell 
wurde, schien es uns angebracht, die tonische Kontraktur gerade vom 
Standpunkt der Milchsiurebildung aus einer genaueren Analyse zu 
unterwerfen; dies hielten wir um so mehr fiir notwendig, als sich 
immer deutlicher zeigt, daB die Milchsaure auch beim Zuckungsvorgang 
des Muskels nicht mehr die zentrale Bedeutung fiir sich beanspruchen 
darf, die man ihr lange Zeit zuzusprechen geneigt war. 

Bei unseren Untersuchungen haben wir alle bisherigen Einteilungen 
vollkkommen auBer acht gelassen und unbefangen zu priifen versucht, 
ob die einzelnen kontrakturerzeugenden Substanzen zu einer Milchsaure- 
bildung fiihren, und inwieweit diese gebildete Milchsiure die Ursache 
der tonischen Kontraktur sein kann. Zur Kontrakturerzeugung wurden 
Substanzen angewandt, die nach den bisherigen Anschauungen Vertreter 
der verschiedensten Kontrakturformen darstellen, so Kalisalze, Chinin, 
Ammoniak, Chloroform, Acetylcholin. Bei der Priifung der genannten 
Substanzen hat sich herausgestellt, daB alle bis auf das Acetylcholin 
bei der Einwirkung auf den isolierten quergestreiften Froschmuskel 
(Gastrocnemius) eine Milchséurebildung hervorrufen, daf aber die ge 
bildete Milchsdure keineswegs in einem ursdchlichen Zusammenhang 
mit dem tonischen Kontraktionsvorgang des Muskels stehen kann. Dic 
gebildete Milchsdure kann unméglich das Einsetzen der Muskelkontraktur 
bedingen; die Milchstiurebildung setzt néiimlich in allen Fallen, wenn 
iiberhaupt, erst nach Eintritt der Kontraktur ein. 

Der Hauptfehler der bisher von den verschiedenen Autoren aus- 
gefiihrten Untersuchungen ist unserer Ansicht nach folgender: Es 
wurde bei der Priifung der verschiedenen Substanzen nur darauf 
geachtet, ob eine kontrakturerzeugende Substanz milchsaurebildend 
wirkt oder nicht; der zeitliche Ablauf der Milchséiurebildung und der 
Kontraktur wurde jedoch ganz auBer acht gelassen. Ein weiterer 
Mangel der bisherigen Untersuchungen liegt unseres Erachtens darin, 
daB die einzelnen Autoren meist nur mit einer einzelnen, sie besonders 
interessierenden, kontrakturerzeugenden Substanz arbeiteten und dere: 
Wirkung mit allen méglichen Methoden von verschiedenen Gesichts 
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punkten aus untersuchten. So haben die verschiedenen Untersuchungen 
mu Ergebnissen gefiihrt, die haufig nicht einmal miteinander verglichen 
werden kénnen. Vielfach wurden bei Durchfiihrung der Unter- 
suchungen auch Feststellungen gemacht, die fiir die Erklarung des 
ursachlichen Zusammenhanges zwischen Muskelkontraktur und Milch 
siurebildung entweder belanglos oder nur von untergeordneter Be 
deutung waren; hingegen wurden die in Frage kommenden direkten 
Beweise nicht herangezogen. Die Muskelkontraktur als solche ist vom 
Gesichtspunkt der Milchséurebildung aus in einheitlicher Weise bisher 
nie untersucht worden. 


Unsere Versuchsanordnung war folgende: 


Drei bis vier Frésche wurden fiir eine halbe bis eine Stunde in Eis 
gebracht und dann unter Vermeidung von Streckkrampfen getétet und 
schonend abgehautet. In zwei GefaBe, die je 10 bis 20 cem dyrch Aufkochen 
luftfrei gemachte Ringerlésung enthielten, die mit Paraffin iiberschichtet 
und abgekiihlt war, wurden die auf einer Eisplatte vorsichtig praparierten 
Gastrocnemii gebracht, und zwar so, daB in dem einen GefaB die Gastrocnemi! 
der rechten, in dem anderen die der linken Seite sich befanden. In diesen 
GefaBen verblieben die Muskeln ', bis 144 Stunden. Sodann wurde dem 
einen GefaB die kontrakturerzeugende Substanz zugesetzt. In manchen 
Fallen (wenn wir mit isotonischen oder unverdiinnten Lésungen der kon 
trakturerzcugenden Substanzen arbeiteten) wurden die Muskeln aus den 
genannten GefaiBen in andere, die kontrakturerzeugende Substanz ent 
haltende GefaBe iibergefiihrt. Nach einer bestimmten Zeit wurde der 
Versuch abgebrochen und der Milchséuregehalt der Muskeln und der um 
gebenden Fliissigkeit bestimmt. Die Milchséurebestimmung fiihrten wit 
nach der von Meyerhof! angegebenen Routine-Methode aus. An Fréschen 
benutzten wir zuerst fiir jeden einzelnen Versuch wahllos Rana esculenta 
und temporaria. Spaterhin benutzten wir lediglich Rana temporaria, 
weil sie fiir die Versuche geeigneter waren. (Ihre Reaktion gegeniiber 
den kontrakturerzeugenden Substanzen erwies sich als eine konstantere.) 
Der weit gréBere Teil unserer Versuche ist mit Rana temporaria ausgefiihrt. 


Methodik der Milchsiurebestimmune. 


Die Muskeln wurden in 10 cem eisgekiihlter, 2°,iger Salzsiure mit 
dem Pistill zerdriickt. Danach wurde die gleiche Menge Sublimat, ferner 
die Ringerlésung, in der sich die Muskeln wahrend des Versuchs befanden, 
hinzugefiigt, so daB die gesamte Fliissigkeitsmenge am SchluB des Ver 
suchs 40 cem betrug. Nach mindestens l5stiindigem Stehen im Eisschrank 
wurde die Fliissigkeit filtriert, mit Schwefelwasserstoff (H,S) so lange 
beschickt, bis sie wasserklar war, al-dann von neuem filtriert und 
30 Minuten durchliiftet. Zur weiteren Untersuchung wurden 30 ccm ent 
nommen und mit konzentrierter Natronlauge neutral bzw. schwach alkalisch 
gemacht. Hierzu wurden 10cem 10°,igen Ca(OH), und 5cem 10° igen 
CuSO, zugesetzt. Wahrend einer halben Stunde wurde wiederholt ge 
schiittelt, so daB die Farbung von Griinlich nach Blau umschlug. Danac! 


' O. Meyerhoj, Piliigers Arch. 204, 295, 1924. 
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wurde filtriert und dem wasserklaren, farblosen Filtrat 30ccm entnommen 
Diese Flissigkeitsmenge wurde im Kjeldahlkolben mit einigen Tropfer 
10°, iger Schwefelsiure neutralisiert oder schwach sauer gemacht und e1 
hielt dann noch so viel 10°, iger Schwefelsiure zugesetzt, daB die Schwefe! 
siurekonzentration 0,3 bis 0,4°%, betrug. Es kam also immer die Halfte de: 
urspriinglichen Fliissigkeit zur Destillation, so daB wir die gewonnener 
Zahlen jedesmal mit 2 multiplizieren muBten. Nach Zusatz einige: 
Siedesteine wurde die Destillation mit n/1000 Kaliumpermanganat vor- 
genommen, wobei der frei werdende Aldehyd in einer sich in Eis befind 
lichen, eine bestimmte Menge von Bisulfit enthaltenden Vorlage auf 
gefangen wurde. Nach Beendigung der Destillation, d. h. 10 bis 15 Minuten 
nachdem das Destillat eine braunrote Farbe angenommen hatte, wurcds 
das sich in der Vorlage frei befindliche Bisulfit mit einer Mikrobiirett« 
gegen eine n/200 Jodlésung titriert. Es wurde dabei beachtet, daB dic 
Fliissigkeitsmenge, in der sich der zur Titration gelangende Aldehyd befand, 
stets gleich groB war. Bei der Herstellung vom Bisulfit wurde fiir groBe 
Sauberkeit Sorge getragen. Erst wurde eine n/5 Lésung zubereitet und 
sorgfaltig im Eisschrank aufbewahrt; kurz vor Beginn der Destillation 
wurde eine n/100 Lésung hergestellt und davon ein Teil (5cem) in die 
Vorlage gebracht. Wenn ein merkliches Nachlassen des Titers auftrat, 
wurde die Bisulfitlésung erneuert. Gewdédhnlich muBte dies schon nach 
wenigen Tagen erfolgen. Die Jod- und Permanganatlésungen wurden eben- 
falls sorgfaltig aufbewahrt, und erst kurz vor Beginn der Destillation bzw. 
der Titration wurden die verdiinnten Lésungen zubereitet. Es sei auch 
darauf hingewiesen, daB der Muskel, in Salzsiure gebracht, sofort mit 
dem Pistill zerdriickt werden muB, da sonst durch die gleich auftretende 
Kontraktur eine Milchséureproduktion einsetzt und dadurch die Milch- 
siurewerte sich erheblich verschieben kénnen. Die zur Kontrolle unserer 
Methodik an Zinklactatlésungen ausgefiihrten Milchséiurebestimmungen 
ergaben, daB wir mit einem Fehler von héchstens 10°, arbeiteten. 


Versuche. 


Vor Beginn der eigentlichen Untersuchungen wurden Versuche an- 
gestellt, die zum Ziele hatten, den physiologischen Milchséureanfangs- 
gehalt der Muskeln bzw. die Milchséureproduktion in der Ruhe und An- 
aerobiose in der Zeiteinheit zu bestimmen. Die Werte, die wir erhielten, 
stimmten im allgemeinen, wie aus Tabelle I hervorgeht, mit den von Meyer- 
ho{* angegebenen gut iiberein. Wir fanden als Anfangsgehalt Milchséure- 
werte von etwa 0,26 bis 0,59 mg pro Gramm Muskelgewicht, d. h. also 
0,026 bis 0,059 %,, fiir die Milchséureproduktion in der Ruhe und Anaerobiose 
pro Stunde Werte von 0,06 bis 0,27 mg pro Gramm Muskelgewicht, d. h. also 
0,006 bis 0,027°%,. Wurden die Muskeln beider Seiten unter gleichen Be- 
dingungen gehalten, so fanden sich — wie ebenfalls aus Tabelle I (Versuche 7 
und 8) hervorgeht keine nachweisbaren Unterschiede zwischen dem 
Milchséuregehalt der rechten und linken Seite. 

Die Einwirkungsdauer der kontrakturerzeugenden Substanzen auf den 
Muskel erfolgte fiir relativ kurze bzw. lingere Zeit. Bei den kurzdauernden 


1 O. Meyerhof, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. (Bethe, v. Berg- 
mann, Embden, Ellinger) 8, 1. Halfte, 1. Teil, S. 485; Pfliigers Arch. 188, 
114, 1921. 
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Tabelle I. 





Milchsaure- 
Antangsgehalt 
Zahl Gesamte Milchsaure- 

Nr a ae i Muskel- \ufenthalt Milch- pro g bildung 

der Frésche 8¢wicht im Ringer‘ siure | Muskel- ° in 1 Stunde 

gewicht lo) 
1926 8 Stunden mg mg 

1 3. VII 3 Escul r. 3,33 0 1,00 0,3 0.03 

3 - l. 3.30 | 1,50 0,015 
2 8. VI. , % r. 2.91 0 0,79 0.27 0,027 

Ss 1. 2,90 1'/, 1,98 0,027 
3 29. VI 3 m r. 3.00 0 1.26 042 0.042 

3 s lL. 3.05 2 1.62 0.006 
4\a VL 3 _ r. 2.90 0 1.78 0.59 0.059 

| = 1. 3.00 3 2 68 0.01 
> 1. VU. 3 . r. 2.46 0 1.08 0.44 0.044 

ee 1. 2.40 4 2 38 . 0.014 
6 3. VIL. 3 r. 3.00 0 0.77 0.26 (0.026 

3 l. 2,95 5 1.89 0.007 
7 5. VIL 3 r. 2.95 l 3.02 

3 1. 2,92 1 2.88 
8 6. VU 3 - r. 2.58 1 1,01 

3 " l. 2.59 1 1.01 


Versuchen wurden die Muskeln nur so lange der Einwirkung der kontraktur- 
erzeugenden Substanzen ausgesetzt, bis die Kontraktur sicherlich eingesetzt 
haben muBte, in vielen Fallen sogar der Héhepunkt der Wirkung iiber- 
schritten war. Wie aus den Abb. 1 bis 4 hervorgeht, tritt die Kon- 
trakturwirkung bei den von uns angewandten Substanzen in der betreffenden 
Konzentration sofort nach ihrem Zusatz ein; Beim KCl und Chloroform 
ist der Héhepunkt der Wirkung nach 2 bis 10 Sekunden erreicht. Wir haben 
bei unseren kurz dauernden Versuchen mit diesen Substanzen eine Ein 
wirkungsdauer von mindestens 15 Sekunden, oft sogar von | Minute gewahlt, 





Abb. 1. 
Ri Ringer. J.R. = Induktionsreize 


um den Eintritt der Wirkung sicher erfaBt zu haben. Beim Ammoniak und 
Chinin tritt die Kontraktur (s. Abb. 2 und 4) wesentlich langsamer ein: 
dementsprechend haben wir auch bei den Milchséureversuchen die Ein 
wirkungsdauer erhéht. Trotz Uberschreitung der zum Einsetzen der Kon- 
traktur notwendigen Zeit haben wir keine Zunahme der Milchsaéurebildung 
gegeniiber den Kontrollmuskeln nachweisen kénnen. Dies war bei allen von 
uns angewandten Substanzen (Kalisalze, Chinin, Chloroform, Ammoniak, 
Acetylcholin) der Fall (s. Tabellen Il bis V). Die in einigen Versuchen 
nachweisbaren kleinen Differenzen von 0,1 bis 0,2 mg liegen innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methodik. 
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Tabelle 1]. WKurzdauernde Versuche mit KCl. 








E Danach 
Zahl Auf rst Aufenthalt Gesamte 
Nr Datum und Art Muskelgewicht - — in we Milchsaure 
der Frosche im Anger +1% KCI 
1926 g Min Sek. mg 
{ 7. VU. 3Temp. r.2,40 30 15 1,75 
3 - |. 2.45 (Kontrollmuskel) 30 1.80 
2 11. Vill 3 2 r. 2.35 60 15 1.80 
3 ‘ 1. 2.37 a 60 — 1.95 
ti M.VEL Ss r. 2.30 60 15 1.76 
» ~ 1. 2.31 . 60 1.69 
4 17. Vil 3 Escul r. 2.38 30 30 1.26 
3 1. 2,35 30 3 % 
5!) 31. VI 3 Temp r. 2.13 30 30 1.22 
- 1. 2.15 - 30 0.98 
6 13. VIL. } r. 2.20 45 30 1.33 
} 1. 2,19 . 45 1.08 
7/'19. Vu } r.241 30 45 2.23 
3 1. 2,40 - 30 2,04 
8 10. VIII 3 r. 2.53 30 45 1.53 
3 lL. 2.55 4 30 1.28 
9 | 2. Vil. : 8 r. 2.55 60 50 1.44 
3 1. 2.57 * 60) 1,03 
Eine Zunahme der Milchsaurebildung erfolgt also erst nach einer mehr 
als 30 Sekunden wahrenden Einwirkung der 1°,igen K Cl-Ringerlésung 
Der Héhepunkt der Kontrakturwirkung ist dagegen bereits spatestens 
nach 10 Sekunden erreicht. 
Tabelle 111. Wurzdauernde Versuche mit Chinin. 
Danach 
Zeb! ” Auftenthalt 
/ ors R ; 
Nr Datum und Art Muskelgewicht Aufenthalt , ry fn. ee 
der Frésche in Ringer (Chin hydr. _ a 
1926 8 Min. Min mg 
1 10. IX. 3 Tem r. 2,10 60 3 O85 
3 1. 2,09 (Kontrollmuskel) 60 0.99 
le 2 ae aoe r. 2,30 60 4 1,47 
a. & l. 2.36 = 60 1.49 
+ 0.5 
Chin. hydr 
3 6. IX. ms r. 2,08 45 2 1,75 
2 1. 2,06 4 45 1.91 
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Tabelle IV. 
Kurzdauernde Versuche mit Ammoniak. 
Danach 
7 7 Aufenthalt 
Zahl Erst . 
Nr Datum und Art Muskelgewicht Aufenthalt ' rom —a, 
der Frésche in Ringer NH,OH ve 
1926 g Min Min mg 
l 12. XL. 3 Temp. r. 2.06 60 2 1.38 
3 " |. 2.10 (Kontrollmuskel) 60 1.38 
+03 
NH,OH 
2 18. X » «a r. 1,85 60 2 1.83 
er - ta 1. 1,90 60 1.57 
Tabelle V. 
Kurzdauernde Versuche mit Chloroform. 
Bent Danach 
Zabl Autenthalt Gesamte 
Nr, Datum und Art Muskelgewicht rag ceeg in reinem = Milchsaure 
der Frésche m Ainger =6Chloroform 
1926 g Min Sek mg 
I 30. X. 3 Temp. r. 0 15 0,92 
S* o l. (Kontrollmuskel) 0 - 0,72 
2 ote. » r. 2,38 60 15 1,29 
8 1. 2,40 i. 60 - 1,25 


Das Ergebnis der bisher wiedergegebenen Versuche kénnen wit 
folgendermaBen zusammenfassen: Die Auslésung der Tonuszunahme des 
Muskels bzw. der tonischen Kontraktion ist nicht durch Milchsdéurebildung 
bedingt. Die Muskelkontraktur setzt zu einer Zeit ein, als noch keine Ver- 
mehrung der Milchsdéurebildung nachweisbar ist. Um den scheinbaren 
Widerspruch, der zwischen den Ergebnissen unserer Versuche und den- 
jenigen anderer Autoren besteht, aufzuklaren, haben wir unsere Ver- 
suche nach der Richtung erganzt, daB wir die Einwirkungsdauer der 
kontrakturerzeugenden Substanzen wesentlich verlingert haben. Fiir 
diese langdauernden Versuche wahlten wir eine Einwirkungszeit von 
etwa 3 bis 30 Minuten. Das Ergebnis dieser Versuche war, wie aus den 
folgenden Tabellen (Tabellen VI bis X) hervorgeht, folgendes: Mit 
Ausnahme des Acetylcholins rufen alle von uns benutzten Substanzen 
eine mehr oder minder starke Milchsdurebildung hervor. Letztere ist 
am starksten bei Chinin und Chloroform, geringer bei Ammoniak 
und Kalium. Da die kurzdauernden Versuche uns gelehrt haben, 
daB das Einsetzen der tonischen Muskelkontraktur ohne erhéhte 
Milchsaurebildung vor sich geht, muften wir aus den langdauernden 
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ersuchen die Folgerung ziehen, dag die Milchsdurebildung nur eine 
Nekunddrerscheinung darstellt, keineswegs aber die Ursache des Kontraktur- 
wganges sein kann. 

Tabelle V1. 


Langdauernde Versuche mit KCl. 











Danach C = 
Zahl 4 Fae ' Aufenthalt Milche 
Nr Datum und Art Muskelgewicht _ mie an n Ringer nn 
der Frésche m Ringer +01°, KCI — 
1926 g Min Min mg 
l 2.VIL 3 lemp r. 1,79 35 5 243 
a lL. 1.80 (Kontrollmuskel) 35 1.32 
2 6.VIl. 3 , r. 2.62 40 15 3,12 
3 1. 2.60 . 40 244 
+1 ACI 
} 8. VII 3 ¢ r. 2.67 60 5 2 68 
3 i 1. 2.70 : 69 1.78 
4 13. VII 3 Escul r. 1.68 45 5 1.71 
3 1. 1,71 - 45 1,26 
51% VILIiS . r. 2,60 40 10 3.03 
tes 1. 2.65 ‘ 40 1.53 
6 24. VIL 4 Temp r. 2.90 45 15 4.38 
4 " lL. 2.96 ” 45 — 216 
7 21. VII 3 Eseul r. 2.41 3D 69 3.82 
i se 1. 2,59 o 35 . 1.44 
Tabelle VII. 
Langdauernde Versuche mit Chinin. 
Danach 
Aufenthalt 
Zahl Erst . . . 
Nr. Datum und Art Muskelgewicht Aufenthalt ™ a ee 
der Frésche in Ringer Chin. hvdr ee 
1926 g Min Min. mg 
l 8. IX. 4 Temp. r. 2,10 60 4 2.34 
4 = |. 2.15 (Kontrolimuskel) 70 1.76 
2; 20.Vi—.|'4 , r. 2,10 a 45 30 5.94 
4 ‘a 1.2.15 75 1.30 
01 
Chin. hydr 
3 23. VIIl. | 4 r. 2,24 45 6 1.51 
4 ie 1. 2,30 ~ 50 1,17 
4 23.VIIL | 4 - r. 2.10 nD 15 250 
a 1. 2,06 75 0.80 
5 20. VIIL | 4 - r. 2,23 45 30 5,27 
Sa 1. 2,20 - 75 1.60 
+62 
Chin. hydr 
se Ble « r. 2,29 60 5 1.91 
ae 1. 2,30 " 65 1.62 
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Tabelle VIII. 


Langdauernde Versuche mit Ammoniak. 











Danach 
Aufenthalt 
Zah! Erst m 
Nr Datum und Art Muskelgewicht Aufenthalt = a ——ae 
der Frésche in Ringer NH,OH MUG ure 
1926 g Min. Min mg 
13.1X. 3 Temp r. 2,05 80 5 1,48 
se |. 2.00 (Kontrollmuskel) 85 1,19 
2 ) as a r. 2.11 120 15 3.01 
3 1. 2,10 * 135 1.78 
Tabelle 1X. 
Langdauernde Versuche mit Chloroform. 
Danach 
Aufenthalt 
Zahl Erst in mit "7 
Nr. Datum und Art Muskelgewicht Aufenthalt Chloroform an — 
der Frésche in Ringer gesattigter ilchsaure 
Ringerisg 
1926 g Min. Min. g 
1 4. XI. 3 Temp. r. 2,20 60 1'/, 1,29 
3 9 |. 2.25 (Kontroll.nuskel) 60 0.94 
2) 2X1 3 , r. 2,12 60 15 4,63 
3 1. 2,10 75 1,31 
Tabelle X. 
Langdauernde Versuche mit Acetylcholin. 
Danach 
Aufenthalt 
Zahl Erst in Ringer F 
Nr. Datum und Art Muskelgewicht Aufenthalt + Acetyl- — 
der Frésche in Ringer cholin ; 
1: 20000 
1926 g Min Min. mg 
1 | 26. VIII. 5 Temp. r. 2,19 30 8 0.91 
5 in 1. 2.14 (Kontrollmuskel) 40 —_ 1,02 
gt %&: S32 Ie r. 2,18 75 15 1,11 
yw 1, 2,20 = 9) 1.06 
+ Acetyl- 
cholin 
1 : 4000 
3 | 30. VIII. | 5 r. 1,88 60 30 1,11 
a Ve lL. 1,83 ‘ 90 — 1.35 
4 ole « r. 1,99 90 120 1,55 
. 1. 2,02 ‘s 210 _— 1,35 
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Ist die Milchsiure nicht die Ursache der tonischen Kontraktion, 
o kénnte sie immerhin beim Ablauf der im AnschluB an die tonische 
Kontraktion sich abspielenden Vorgange irgend eine Rolle spielen. 
Hier erheben sich aber Bedenken, wenn man beriicksichtigt, daB im 
Verlauf der nach Acetylcholin einsetzenden Tonussteigerung eine erhéhte 
Milchséurebildung tiberhaupt nicht nachweisbar ist. Da die Tonus- 
steigerung nach Acetylcholin, wie aus Abb.7 hervorgeht, eine sehr 
langdauernde ist, so ist sicher, daB bei den mit dem Tonus zusammen- 
hangenden Vorgangen die Milchsaure gar keine Rolle zu spielen braucht. 
Da die Tonuszunahme nach Kalium, Chinin, Chloroform usw. in ihrem 
mechanischen Ablauf sich nicht wesentlich von der Acetylcholin- 
kontraktur unterscheidet, so erschien es uns mehr als zweifelhaft, 
daB die Milchsiure bei der Wirkung dieser Substanzen auch nur als 
Sekundarerscheinung mit dem Tonus zusammenhangen sollte. Die Gleich- 
formigkeit, die sonst zwischen der Wirkung der Vagusstoffe und der des 
Kaliums besteht, lieB es uns unerklarlich erscheinen, weshalb in dem 
einen Falle der Tonusablauf ohne, in dem anderen Falle mit erhéhter 
Milchséurebildung einhergehen sollte. Wir erwogen daher, ob die 
Milchsaurebildung nicht die Folge einer Schidigung der gesamten 
Muskelsubstanz darstellen kénnte. DaB Muskelschadigung zu Milch- 
saurebildung fiihrt, ist bekannt. So wissen wir aus Untersuchungen von 
Meyerhof', daB Zerschneidung der Muskulatur, also eine mechanische 
Schadigung des Muskels, von einem starken Anstieg der Milchséure- 
produktion begleitet ist. Es war deshalb zu priifen, ob in den Fallen, 
in denen wir zusammen mit dem Tonusablauf eine Steigerung der 
Milchséureproduktion nachweisen konnten, das Plus an Milchséure 
nicht auf eine chemische Schidigung des Muskels durch die zugefiihrten 
Substanzen zuriickzufiihren sei. Das Ergebnis war ein durchaus 
positives. Wir untersuchten 1. ob die durch die Kontrakturmittel hervor- 
gerufenen Tonusainderungen reversibel oder irreversibel sind; 2. ob 
der tonisierte Muskel durch elektrische Reize erregbar oder unerregbar 
ist. Was das Chinin, Chloroform und Ammoniak betrifft, so stellte 
sich heraus, daB bei den von uns angewandten Konzentrationen und nach 
Einwirkung einer bestimmten Zeit eine Reversibilitat nicht mehr 
méglich ist, auch wenn ein mehrmaliges Auswaschen des Muskels mit 
Ringerlésung vorgenommen wird. Beim Chloroform (s. Abb. 3) schwindet 
die Reversibilitat bereits nach einer Einwirkungsdauer von kaum einer 
Minute, beim Chinin (s. Abb. 4) nach etwa 10 bis 20 Minuten. Beim 
Kalium ist eine Reversibilitat nach Auswaschen méglich, doch kehrt 


' O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921; Handb. d. norm. u. 
pathol. Physiol. (Pethe, v. Bergmann, Embden, Ellinger) 8, 1. Hilfte, 
1. Teil, S. 492. 
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der urspriingliche Zustand erst langsam zuriick. Nennenswerte Unter- 

hiede zwischen verschiedenen Kalisalzen (KCl, K,50,) konnten wir 
sowohl in dieser Hinsicht als auch in bezug auf die Milchsiurebildung 
nicht feststellen. Die schnellste Reversibilitat ist beim Acetyicholin 
festzustellen. Der Muskel erreicht bereits sofort nach der ersten Aus- 
waschung, besonders wenn er gleichzeitig mit Induktionschlagen gereizt 
wird, seine urspriingliche Einstellung wieder. In diesem Zusammenhang 
sei darauf hingewiesen, daB auch Riesser' von einem anderen Gesichts- 
punkte ausgehend, zu der Ansicht gekommen ist, dab Substanzen wie 
Chloroform und Ammoniak auf den Muskel schadigend einwirken 
miissen. 

Die deutlichsten Unterschiede bestehen in dem Verhalten des 
Muskels hinsichtlich seiner Erregbarkeit. Hat Chloroform (s. Abb. 3), 
Chinin (s. Abb. 4) oder Ammoniak (s. Abb. 2) eine bestimmte Zeit auf 
den Muskel eingewirkt, so ist der Muskel elektrischen Reizen gegeniiber 
vollkkommen unerregbar; er biiBt seine Zuckungsfahigkeit ein und 
erlangt sie nie wieder. Der Kaliummuskel verliert seine Zuckungs- 
fahigkeit selbst dann, wenn die Kontraktur noch wahrend des Auf- 
enthalts des Muskels in der Kaliumlésung zuriickgegangen ist (s. Abb. 5 
und 6). Die Erregbarkeit kehrt bestenfalls erst nach mehrmaligem 
Auswaschen des Muskels mit Ringerlésung und langerem Abwarten 
wieder, vorausgesetzt, daB das Auswaschen rechtzeitig geschieht 
Haben die genannten Substanzen, so das Chinin und Kalium, in 
schwacheren Konzentrationen und nur kiirzere Zeit — etwa 5 bis 10 Mi- 
nuten — eingewirkt, so ist die Reizbarkeit zum mindesten eine wesentlich 
geringere geworden. Das Acetylcholin verhalt sich ganz anders als die 
bisher genannten Substanzen. Selbst auf der Héhe der Acetylcholin- 
kontraktur (s. Abb. 7 und 8) behalt der Muskel seine volle Erregbarkeit 
fiir Induktionsschlage bei. Man kann nicht einmal von einer Herab- 
setzung der Erregbarkeit sprechen; denn selbst der Ablauf der 
SchlieBungs- und Offnungszuckung ist genau derselbe wie bei Beginn 
des Versuchs vor Zusatz des Acetylcholins. DaB die ersten Reize bei 
dem durch Acet ylcholin kontrahierten Muskel nicht die gleiche Zuckungs- 
héhe hervorrufen wie bei Beginn des Versuchs vor Zusatz des Acetyl- 
cholins, ist nur rein mechanisch bedingt. 


Fassen wir das Ergebnis dieser Versuche zusammen, so miissen 
wir folgendes feststellen: Allein das Acetylcholin ruft eine Tonus- 
steigerung (Muskelkontraktur) hervor, die schnell reversibel ist, und 
fiihrt zu tonischen Verinderungen, bei denen der Muskel seine Zuckungs- 
fahigkeit unveraindert beibehalt. Alle iibrigen von uns  unter- 


! Pfliigers Arch. 208, 522, 1925. 
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suchten, kontrakturerzeugenden Substanzen verhalten sich ande1 
Sie fiihren Zu einer mehr oder weniger irreversiblen Kontraktur dis 
Muskels und bedingen friiher oder spéiter einen Verlust der Muskelerr: 
barkeit. Sie allein sind aber auch die Substanzen, welche im Gegensai: 
zum Acetylcholin eine erhédhte Milchsturebildung hervorrufen. 


Von einer physiologischen Tonuszunahme des Muskels miissen 
wir verlangen, daB sie unbedingt und schnell reversibel ist und daB durch 
sie die Muskelerregbarkeit nicht verloren geht; letzteres ist auch aus 
der Physiologie und Pathologie bekannt. Es sei nur an das Verhalten 
des Muskels bei Krankheitszustinden erinnert, die mit starker Muske! 
rigiditat einhergehen, so z. B. bei Erkrankungen des Corpus striatwm 
(Paralysis agitans). In diesen Fillen schwindet bekanntlich die Erreg- 
barkeit des Muskels auf elektrische Reize nicht. Eine Veranderung 
der Muskelerregbarkeit finden wir in der Pathologie nur bei Erkran 
kungen des zweiten motorischen Neurons bzw. bei rein peripheren 
Lahmungen, also bei Veriinderungen, die an das animalische System 
gebunden sind. Die Tatsache, daB Substanzen wie Chinin, Chloro- 
form u. a. zum Schwinden der Muskelerregbarkeit fiihren, spricht dafiir 
daB ihre Wirkung nicht allein auf das vegetative, d. h. den tonischen 
Ablauf bedingenden Anteil des Muskels beschrinkt bleibt, sondern 
auch auf das der animalischen Funktion des Muskels (der Zuckung 
zugrunde liegende Betriebsstiick im Sinne einer Schidigung einwirkt 
Unter den von uns untersuchten Substanzen ruft allein das Acety! 
cholin eine Kontraktur hervor, die als der physiologischen, unter den 
Bedingungen des Lebens eintretenden als nahestehend bzw. gleichartig 
angesehen werden kann. Sie ist aber auch diejenige, die ganz ohne Milch 
sdurebildung einhergeht. 


Die Bedeutung der Milchsaure fiir die Zuckung des quergestreiften 
Muskels kann als eine umstrittene angesehen werden. Gegen die vielfach 
vertretene Anschauung, daB die Milchsdéure die Ursache der Zuckung sei 
lassen sich eine Reihe groBer Bedenken geltend machen. Hingewiesen 
sei in diesem Zusammenhang nochmals auf die wichtigen, neueren 
Untersuchungen Embdens' und seiner Schiiler; immerhin geht auch 
aus ihnen hervor, daB Milchsiure bei der Muskelzuckung gebildet 
wird und daher bei den Gesamtvorgiingen, die die Muskelzuckung 
begleiten, eine Rolle spielen diirfte. Bei der tonischen Muskel. 
kontraktion kommt demgegeniiber der Milchsdurebildung, wie wir durch 
die vorliegenden Untersuchungen nachgewiesen zu haben glauben, iiber 
haupt keine Bedeutung zu. Dre Milchsdure sst nicht nur nicht die Ursach: 
der tonischen Muskelkontraktion, sondern sie begleitet sie nicht einmal 








SCT) 


rch 








Tonische Muskelkontraktion und Milchséurebildung. 55 


soweit im Experiment durch die tonussteigernd wirkenden Substanzen 
ine Milchsdurebildung hervorgerufen wird, ist sie nicht als Folge der 
(onuswirkung, sondern als Folge des schidlichen Einflusses aufzufassen, 
len die Substanzen auf die gesamte Muskulatur, insbesondere auf das 
ler Muskelzuckung zugrunde liegende Muskelbetriebsstiick ausiiben. 

Alle Einteilungen der tonischen Kontrakturen unter dem Gesichts- 
punkte der Milchsiurebildung sind nicht berechtigt und miissen fallen 
gelassen werden; denn sie gehen nur von einem Nebenumstand und 
nicht vom Wesen der Vorgiinge aus. Die Tonussteigerung des Muskels 
durch die kontrakturerzeugenden Substanzen muB wie auch Bethe 
annimmt als eine direkte Wirkung der Gifte bzw. Elektrolyte auf 
die Muskelplasmasubstanz angesehen werden. 

Der Milchstiure kommt fiir die Auslisung der tonischen Muskel- 


kontraktion keine spezielle Bedeutung zu. 
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Zur Elementaranalyse stickstoffhaltiger Kérper. 


Von 
Helmut Miiller. 


[Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kénigsberg (Pr.)]. 


(Eingegangen am 27. Juni 1927.) 


In vorangegangenen Mitteilungen (1) ,,iiber den Oxydations 
quotienten“ habe ich den Begriff des ,,Vakatsauerstoff aufgestellt 
Ich verstehe darunter die Sauerstoffmenge, die eine Substanz bei 
volliger Verbrennung zu den Endprodukten des tierischen Stoffwechsels 
noch aufzunehmen verméchte. Ihre Bestimmung ergibt ein genaues 
MaB des Oxydationszustandes der betreffenden Substanz und erfolgt 
mit einer Methodik, die Strebinger (2) im Jahre 1919 zur Bestimmung 
des Sauerstoffgehalts organischer Substanzen angegeben hat. Ihr 
Prinzip beruht darauf, daB die Substanz mit Schwefelsiure unter 
Zusatz bekannter Mengen von Kaliumjodat verbrannt und aus dem 
Verbrauch an letzterem die Menge Sauerstoff ermittelt wird, die dabei 
aufgenommen ist. Die Differenz zwischen dieser Sauerstoffmenge und 
derjenigen, die der in der Substanz enthaltene Kohlenstoff, Wasser- 
stoff usw. verbrauchen, gibt an, wieviel Sauerstoff der untersuchte 
Kérper bereits enthielt. Fiir die Bestimmung ist also die Kenntnis des 
Gehalts der Substanz an anderen Elementen vorausgesetzt. Es handelt 
sich demnach im Grunde nur um eine Kontrolle dieser Werte, da ja 
der Sauerstoffgehalt schon ohne Analyse als Ergiinzung der Prozent- 
zahlen der tibrigen Elemente zu 100 ermittelt werden kann. 


Der Wert der Methode Strebingers, soweit sie zur Bestimmung des 
Oxydationsquotienten und damit zur Untersuchung biologische: 
Fragen dient, ist in der erwahnten ersten Mitteilung ausfiihrlich aus 
einandergesetzt, in der folgenden Abhandlung soll gezeigt werden, dal 
auch das Anwendungsgebiet fiir die Elementaranalyse (insbesonder: 
stickstoffhaltiger Substanzen) sich nicht auf die Kontrolle der Kohlen- 
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stoffwasserstoffbestimmung beschrinkt, sondern ein viel weiteres ist. 
Man kann nimlich, wenn man in einer kohlenstoff-, wasserstoff- und 
stickstoffhaltigen Substanz den Stickstoffgehalt und Vakatsauerstoff 
kennt, also durch alleinige Bestimmung des Oxydationsquotienten, 
auch den Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt fiir fast alle, wenigstens 
fiir den Biochemiker in Frage kommenden Fille ermitteln, d. h. die 
Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung umgehen. 


Dies beruht einmal darauf, daB die in Frage kommenden Sub- 
stanzen wohl kaum jemals mehr als je sechs Stickstoff- bzw. Sauerstoff- 
atome im Molekiil haben, ferner darauf, daB fiir das Verhaltnis der 
Kohlenstoff- zu den Wasserstoffatomen ein Maximum und ein Minimum 
besteht, und schlieBlich darauf, daB die Sauerstoffmengen, die der 
Kohlenstoff bzw. Wasserstoff bei der Verbrennung verbrauchen, 
auBerordentlich verschieden sind; 1g C nimmt bei der Oxydation 
2,66 g O, 1g H dagegen 8g O auf. 


Im folgenden sollen die Formeln abgeleitet werden, die zur Er- 
mittlung des C- und H-Gehalts aus dem N-Gehalt und dem Vakat- 
sauerstoff fiihren: 


Es seien C, H, N, O die in den unbekannten Substanzen enthaltenen 
Mengen an Kohlenstoff, Wasserstoff usw., S ihr Vakatsauerstoff in Prozenten. 
Dann ist 

C+H+N+0= 100 (1) 


Nun nimmt 1 Atom C bei der Verbrennung 2 Atome O, also 12 ¢ C 
32 g oder 1 g C 2,66 g O auf und entsprechend 1 gH 8g 0. 1 Atom N ver- 
bindet sich mit 3 Atomen H zu NH,, spart also die 3H entsprechende 
Menge Sauerstoff, d. h. 14% Atome O; 14g N sparen also 144. 16 = 24g O, 
lg N 171g O. 
Demnach ist 
2,66C + 8H—1,71N—O=5&, (2) 
nach Gleichung (1) ist: 
8C+8H+8N+80= 800 
5,34C + 9,71N + 90 = 800—S 
5,34 C = 800— S— 9,71N—90 (3) 





In entsprechender Weise ergibt sich fiir H: 
2,66C + 8H—1,71IN—O=8S85S 
2,66 C + 2,66H + 2,66N + 2,660 = 266 

5,34 H — 4,37 N — 3,66 O = S— 266 © 

5,34 H = S — 266 + 4,37 N + 3,660 (4) 
Bezeichnen wir mit c, h, n, o die Zahl der in der Substanz enthaltenen 

Kohlenstoff- usw. -atome, so ist: 
C_ W2e¢ H kh, O_ Bo 
7 aes. Ee’ nD”: UUme 





4* 
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Durch Einsetzen dieser Werte erhalten wir aus Gleichung (3): 
4,58 c/n. N = 800 — S — 9,71 N — 10,29 o/n N 
(800 — $ 
c= (T58N 
800 — S$ 


en |, 
oder, wenn T5aN 2,12 a, 


— 2,12 } n— 2250 


c=a.n— 2,250. (5) 
Entsprechend aus Gleichung (4): 
0,38 h/n N = S— 266 + 4,37 N + 4,18 0/nN 
_ (S— 266 
= (Q3sNn- 
+115 = b, 


+ 11,5)n + 110 
S — 266 


oder, wenn — ~~. 
0,38 N 


h=b.n+ lilo. (6) 

Aus (5) und (6) folgt: 
¢  a.n—2250 a.njo—2,25 . 
hh” Ob.n+1lo ”°}§ £b.njo+11 (7) 


Es diirfte kaum fiir uns in Frage kommende N-haltige Kérper geben, 
in denen c/h > 1,25 ist, und mit Ausnahme weniger niederer Amine ist 
c/h auch nie < 0,25. Wir bekommen demnach zwei Grenzfialle, die durch 
die Gleichungen c/h = 1,25 und c/h = 0,25 bestimmt sind. Setzen wir 
diese Werte in (7) ein, so erhalten wir: 


1. Grenzfall: 
_ a. nfo— 225 


125 = — ——— , 
b.n/o+ 11 

n/o (a — 1,256) = 16 

n/omax = 16 

" ” 1,256 

2. Grenzfall: 

lo—99 

025 = a.n/o 2,25 
b.n/o+ 11 

n/o (a — 0,25 6b) = 5 

n/omin = 
’ ~ a—0,25b 


Machen wir nun die zweite Annahme, die ebenfalls fast immer zulassig 
ist (von ganz hoch molekularen Stoffen wie den Eiwei8kérpern miissen 
wir absehen), daB die untersuchte Substanz nicht mehr als je 6 N- bzw. 
O-Atome besitzt, so kommen fiir das Verhaltnis n/o nur eine beschrankte 
Zahl von Werten (24) in Frage. Durch die obigen Grenzgleichungen kénnen 
wir diese Méglichkeiten fast immer auf eine oder wenige einschranken, 
unter denen dann leicht zu entscheiden ist. Die in Betracht kommenden 
Werte fiir n/o zeigt die Tabelle. 





Zahl der Atome N i 1 1 (2); 2 |1 (2, 3) 8 |2(4), 8 4 5 





1 
Zahl der Atome 0 . 5 4 8 (6)| 5 |2 (4, 6)| 5 (3 (6) 4/5 6 
200,25 0,33 10,40! 0,50 0,60! 0,66 |0,75/0,8010,83 


eg. kik om: 7/0, 
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Zahl der Atome N 1(—6) 6 | 5 4 |38(6)| 5 2(4,6) 5 3(6) 4°) 1 
Zahl der Atome O |1(—6) 5 | 4 8 |2(4)) 8 1(2, 3) 2 1(2) 1) 5 
ales" b.43 "> 49 1,0 1,2 |1,25/1,33) 1,5 |1,66) 20 25) 3.0 |40/ 50 

Zahl der Atome N.. . 6 1—6 

Zahl der Atome O... 1 “Oo” 

as +s alae wee 6,0 “ee 


Einige Beispiele mégen das Gesagte erlaéutern: 
1. Beispiel: 


Glykokoll, C,H,NO,, Molekulargewicht 75,04, N = 18,66, nimmt 
3 Atome O auf, also S = 64, n/o = 0,5. 


890 — S 
a= — 2,12 6,492, 
4,58 N 
S — 266 
5 = — 16,99, 
0.38N + 11,5 16,99 
n/o max 16 0,577 
= = 0,577. 
a—1,.25b a 
n/omin = 5 = 0,466. 


a— 0,256 © 
Der richtige Wert fiir n/o liegt also zwischen 0,577 als Maximum und 
0,466 als Minimum. Nach obiger Tabelle liegt in diesen Grenzen nur der 
Wert 0,5, der also das Verhaltnis der N- zu den O-Atomen im Glykokoll 
anzeigt. 
Nun la8t sich durch Einsetzen in Gleichung (5) bzw. (6) auch die Zahl 
der C- bzw. H-Atome ermitteln: 
c=a.n— 2,250 = 6,492 — 4,50 = 1,992 
h=b.n+llo =— 16,99 + 22 = 5,01 


Die Summenformel der vorliegenden Verbindung ist also C,H,NO, 
(q. e. d.). 

2. Beispiel: Harnséure, C,H,N,O,, Molekulargewicht 168,06, N = 33,33, 
nimmt 3 Atome O auf, also S = 28,55, n/o = 1,33. 
800 — 28,55 
4.58 . 33,33 
28,55 — 266 


4 — —7295 
b= Fae -aag9 + 1S = — 7,25, 


s= 2,12 = 2,934, 


n/omax = 16 —- = 138 
~ 2,934 + 9,063 _ 
n/omin = - = 1,05. 


2,934 + 1,813 ~ 


In Frage kommen also die Werte 1,33, 1,25 und 1,2. Um zwischen 
diesen zu entscheiden, berechnen wir die Summenformeln der Verbindungen, 
die den drei Werten entsprechen wiirden. 





60 H. Miiller: 


a) n/o = 1,33; n 4;0= 3; 


cz=a.n— 2,250 4,99 
h b6.n+ lle 4,00 
Summenformel: C,;H,N,O,. 
b) n/o = 1,25; n 5: 0 4; 
C= 14,67 9,00 5,67 
h — 36,25 + 44,00 = 7,75 
c) n/jo 1,3; 2 = 6; o = §; 
ce 17,60 — 11,25 = 6,35 
h — 43,50 + 55,0 11,50 
Wahrend sich also fiir n/o = 1,33 eine gut stimmende Summenforme! 


ergibt, kénnen wir mit den anderen Werten nicht zu einer solchen gelangen, 
da sich fiir c und A keine ganzzahligen Werte ergeben, also ist die Forme! 
unter a) die gesuchte. 


3. Beispiel: Glucosamin, C,H,,NO,, Molekulargewicht 179,1, nimmt 
12 Atome O auf, also S = 107,2, N 7,82, n/o 0,2,a 17,22,6 = — 41,94, 
n/omax = 0,23; n/o min 0,18, 


n/o kann also nur 0,2 sein. 


4. Beispiel: Tyrosin, C,H,,NO,, Molekulargewicht 181,1, nimmt 


19 Atome O auf, also S = 167,9, N = 7,73, n/o = 0,33,a = 15,73,6 = — 21,9, 
n/omax = 0,37, n/o min 0,24. 


In Frage kommen n/o = 0,33 und 0,25. 


a) n/o = 0,33, n = 1, o = 3, 


C= 15,73 — 6,75 = 8,98 
h = —21,9 + 33 = 11,1 
Summenformel: C, H,, N Os. 
b) n/o = 0,25, n= 1, o = 4, 
C= 15,73 — 9,0 = 6,73 
h=—21,9 + 44 = 22,1 


gibt keine gute Summenformel, folglich mu8 die Formel unter a) als die 
richtige angesprochen werden. 


5. Beispiel: Harnstoff, CH,N,O, N = 46,66, S = 0, n/o = 2, a = 1,62, 
b = — 3,5, 
n/o max = 2,67, n/omin = 2,0. 
In Betracht kommen n/o = 2,5 und 2,0. 


a) n/jo = 2,5; n = 5; o = 2; 
c= 8,1— 4,5 = 3,6 
A=—17,5+22 =4,5 
b) n/o = 2,0; n= 2 (4, 6); o = 1 (2, 3); 
c= 3,24— 2,25 = 0,99 
h=—T7 +11 = 4,0 


Summenformel: C,H,N,0,. 


_ 
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6. Beispiel: Am Beispiel des Methylguanidins soll das Verhalten 
sauerstofffreier Substanzen gezeigt werden. 
C,H,N,; N = 57,49; S = 65,70; n/o = co 
a = 0,67; b = + 2,33 
n/omax = — 7,1; n/omin = + 55,5, 
n/o ist also > 55,5, waihrend das Maximum einen negativen Wert hat, 
dazu paBt nur ein n/o = oo, d.h. die Substanz ist sauerstofffrei. Dem- 
nach ist: 
c=a.n und hkh=b)D.n. 
Um zur Formel zu gelangen, miissen wir fiir n steigende Werte ein- 
setzen, bis sich fiir c und h ganze Zahlen ergeben: 
n=l; c=0,67; kh = 2,33; 
mn=2; c= 1,34; A= 4,66; 
n=3; c= 2,01; A = 6,990. 


Die Summenformel der fraglichen Substanz ist also C,H,N;3. 


Der Einflu8 der Analysenfehler. 


In allen diesen Beispielen waren fiir N und § die genau stimmenden, 
errechneten Zahlen eingesetzt. Wir miissen uns fragen, ob die Ermitthing 
der Zusammensetzung einer unbekannten Substanz auch dann noch 
so sicher méglich ist, wenn uns statt der genauen die durch den Versuch 
ermittelten, mit Fehlerquellen behafteten Werte zur Verfiigung stehen. 

Aus den obigen Formeln ergibt sich, daB die Fehler die gréBte 
Abweichung des Ergebnisses bedingen, wenn sie fiir 8 und N sich in 
gleicher Richtung bewegen. Der EinfluB dieser Fehler mége an dem 
Beispiel 2 gezeigt werden. Wir wollen den ungiinstigen Fall betrachten, 
daB sowohl N wie 8 um 0,5 % (also auBerhalb der eigentlichen Fehler- 
quelle) zu hoch gefunden seien. Wir hatten dann: 

Beispiel 2a: Harnséure, C,H,N,0O,, 

N berechnet 33,33, S berechnet 28,55; 
N gefunden 33,83; S gefunden 29,05; 
a = 2,857; 6b = — 6,93; 
n/o max = 1,389; n/o min = 1,089. 
Fiir n/o kommen also wieder in Frage: 1,33, 1,25, 1,20. 
a) n/o = 1,33; n = 4; o = 3; 
c= 4,68; h = 5,28. 
b) n/o = 1,25; n= 5; o = 4; 


c = 5,29; h = 9,35. 


c) n/o = 1,20; n= 6; o = 5; 
c = 5,89; h = 13,42. 
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Vergleichen wir diese Zahlen mit denen, die wir mit den richtigen 
Werten fiir N und § gefunden haben, so sehen wir, daB das Maximum 
und Minimum fiir n/o nicht wesentlich verindert wird, daB aber die 
Werte fiir c und A so sehr abweichen, daB man daraus nicht ohne weiteres 
die richtigen Formeln erschlieBen, ja sogar leicht auf eine falsche Fahrte 
kommen kann. So hat es im Falle a) des obigen Beispiels doch ent- 
schieden den Anschein, als sei der richtige Wert fiir h = 5, wihrend 
Harnsaure ja vier Wasserstoffatome enthalt. Hier fiihrt die folgende 
Uberlegung zum Ziel: Wenn sich N andert, so andern sich damit ¢ und h, 
und zwar in einem ganz bestimmten Verhaltnis, das fiir jedes 8 ein 
gegebenes ist, also nur von diesem abhingt. Dies erhellt aus folgenden 
Gleichungen : 


Es seien c und h die richtigen, c, und h, die gefundenen Werte 
fiir die Zahl der C- und H-Atome, N und N, die entsprechenden Stick- 
stoffwerte, dann ist: 


u 210) » on hej 800 — S 
= { N —212)n—2250, wobei u 458 
u . 
¢; = (5 — 2,12) n— 2,250 
NW ) 
1 l 
¢c—c¢, = n.U(sS —- } 
} N, 


. ; S — 266 


i‘ 

h — + 11,5)n+ 1llo 
1 ic «* 

h—h, - nee) 

tank. ne 

h A, 


Der Fehler von 8 verindert das Verhaltnis u/v nur wenig, so daB 
wir unbedenklich den gefundenen Wert einsetzen kénnen. In unserem 
Beispiel finden wir 


u/v — — 0,27 Secon, SOS 

c—c, ist im Falle a) - 0,32, h—h, ail 
h—h, fiir h 5 = — 0,28 C—Cy _ _ gan 
me = — 1,28 h—h, Pt 


Es ist klar, daB h = 4 sein muB. In den Fiillen b) und c) gelingt 


es tiberhaupt nicht, einen Wert fiir zu bekommen, der u/v 


c—C, 
nahekommt, demnach ist die Formel unter a) die gesuchte. 


Wo es nicht gelingt, in dieser Weise die Entscheidung zu treffen, 
wird meist schon die genauere Betrachtung der gefundenen Formeln 
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die Zweifel heben. Aber auch in den wenigen Fillen, wo auf diese 
Weise keine Entscheidung zu treffen und also die C-H-Bestimmung 
nicht zu umgehen ist, wird die Ermittlung des Vakatsauerstoffs sehr 
gute Dienste leisten als Kontrolle der ersteren und zur Entscheidung 
der Fille, in denen nach der C-, H- und N-Bestimmung noch mehrere 
Formeln in Frage kommen. 


Zwei willkirlich gewahlte Beispiele mégen dies zeigen: 
a) Es sei gefunden C = 67,1; H = 11,6; N = 7,8%. 
Dazu paBt sowohl die Formel: 

Cyxp Hyp N, 0, (C = 67,36; H 11,32; N 7,86) 


wie 
CysH NO, (C = 66,98; H 11,82; N 7,82). 

Die Werte fiir C, H, N, O liegen so nahe aneinander, da8 eine 
Entscheidung durch die Elementaranalyse nicht getroffen werden kann. 
Hier vermag die Bestimmung des Vakatsauerstoffs zu entscheiden: 
Der erste Kérper hat 242,5°% Vakat-O, der zweite 245,6°,, also Zahlen, 
die auBerhalb der Fehlergrenze der Methodik liegen und daher die 
Entscheidung zwischen beiden Formeln gestatten. 


b) Es sei gefunden C 64,4; H 10,8; N 7.4%. 
Dem entsprechen am besten die Formeln: 


Cy) H,, NO, (C 64,1; H 11,3; N 7,5) Vakat-O 230,8 
und 
Cy Hyg N O, (C 64,8; H 10,3; N 7,6) Vakat-O 224,6. 


Auch hier ist es klar, daB die Entscheidung durch die Bestimmung 
des Vakat-O erbracht werden kann. 


Wie steht es nun mit der Bestimmung des Vakatsauerstoffs in 
N-freien Substanzen? Zwar wird man hier in einer Reihe von Fallen 
auch ohne die C— H-Bestimmung zu einer Entscheidung gelangen kénnen, 
aber meist werden mehrere Méglichkeiten bleiben, zwischen denen nur 
durch die Kohlenstoff-Wasserstoffbestimmung entschieden werden 
kann'; ich verzichte darum auf die Ableitung der hier in Frage 
kommenden Formeln. Selbstverstandlich ist es, daB auch hier die Be- 
stimmung des Vakat-O ausgezeichnete Dienste leistet in der Kontrolle 
der C—H-Bestimmungen und vor allem dort, wo aus letzteren allein die 
Entscheidung tiber die Zusammensetzung der betreffenden Verbindung 
nicht getroffen werden kann. 


1 Und zwar ist, je héher der Wert fiir den Vakat-O ist, um so gréBer 
die Zahl der méglichen Werte, um so geringer also die Anwendbarkeit 
des Prinzips. 








64 H. Miiller: Elementaranalyse stickstoffhaltiger Kérper. 


Ebensowenig bedarf es der Erwaihnung, daB in Substanzen, die 
auBer C, H und O noch andere Elemente enthalten, z. B. bei Metall- 
salzen, durch die Bestimmung dieses Elementes und des Vakat-O 
vielfach die C— H-Bestimmung umgangen werden kann. Die dabei in 
Anwendung kommenden Formeln miissen von Fall zu Fall ermittelt 
werden, ihre allgemeine Ableitung wiirde daher hier zu weit fiihren. 


Literatur. 
1) H. Miiller, Klin. Wochenschr. 1926, 5. Jahrg., Nr. 48; Derselbe, 
diese Zeitschr. 186, 451, 1927. — 2) Strebinger, Zeitschr. f. analyt. Chem. 


58, 97, 1919. 











Untersuchungen iiber Cytolyse beim Krebs. LI. 


Von 


N. Waterman und L. de Kromme. 


(Aus dem Laboratorium des Antonie van Leeuwenhoekhuis, Amsterdam.) 


(Eingegangen am 25. Juni 1927.) 


In unserer ersten Mitteilung! konnten wir folgendes zeigen: 

1. Sera und Hautextrakte normaler Menschen und Tiere besitzen 
tumorzellenlésende Eigenschaften. 

2. Im Gegensatz hierzu besitzen Sera und Hautextrakte von Carci- 
nomatésen diese Eigenschaft im allgemeinen nicht. 

3. Im pracarcinomatésen Stadium ist bei einigc.. Tieren das lytische 
Vermégen noch nachweisbar, wahrend es bei anderen schon fehlt. 

Der letzte Befund beweist wohl zur Geniige, daB der im Kérper 
sich entwickelnde Tumor nicht die Abwesenheit lytischer Faktoren 
bedingt( Ausscheidung von nekrotischen Stoffen u.a.), sondern da8 im 
Gegenteil dieses Fehlen ein wichtiger pradisponierender Umstand ist, 
der erst die Tumorgenese erméglicht. 

Daraus erklart sich: 

1. Sera von Alteren Menschen wirken éfters nicht lytisch. 

2. Mause, die einer gleichen Zahl] von Teerpinselungen unterworfen 
wurden, zeigen sehr wechselndes lytisches Vermégen (auch weil die 
Anfangswerte bereits differieren). 

3. Miuse, die bis zum Papillomstadium gepinselt sind, lysieren 
éfters noch deutlich; wir bringen dies mit der Tatsache in Zusammen- 
hang, daB Papillome mitunter noch resorbiert werden und es lange 
Zeit dauern kann, bis sich ein wirklich carcinomatéser Zustand einstellt. 

4. Nach starker Vernichtung von Tumorzellen im Kérper (durch 
Réntgenbestrahlung, Abszedierung, Injektion von Blei- und anderen 
Metallpraparaten), wobei groBe Mengen von Abbauprodukten resorbiert 
werden, besitzen die Sera und andere Kérperfliissigkeiten fast aus- 
nahmslos kraftige lysierende Eigenschaften. 


1 N. Waterman und L. de Kromme, diese Zeitschr. 182. 377, 1927 
Biochemische Zeitschrift Band 188. 5 


») 


a 





66 N. Waterman u. L. de Kromme: 


5. Réntgenstrahlen beeinflussen das lytische Vermégen auf dis 
kontinuierliche Weise, ferner auch!, der Réntgeneffekt in vivo wirkt 
sich wahrscheinlich vermittelst einer solchen Veranderung des lytischen 
Vermégens des Milieus aus. 

Obwohl diese Angaben unseren Einblick in die Pathogenese des 
Carcinoms vertiefen, bleiben noch viele Fragen ungeliést, technischer 
wie theoretischer Art, die weiteres Studium und Besprechung erheischen. 

1. Anerster Stelle harrt die Frage nach der Existenz und Wirkungs- 
weise von schiitzenden Faktoren in der Tumorzelle, die bereits in unserer 
ersten Abhandlung gestellt, aber nicht definitiv beantwortet wurde, 
noch immer einer befriedigenden Erklarung. 

In unseren fortgesetzten Untersuchungen hat diese Frage immer 
mehr an Bedeutung gewonnen, vor allem seit wir regelmaBig fanden, 
daB der zentrale Teil eines Tumors kriftig lytisch wirksam sein kann, 
wahrend das Wachstum am Rande der Geschwulst dadurch nicht be- 
hindert wird. Zweifellos existieren hier schiitzende bzw. neutralisierende 
Faktoren, doch ist die Art und der Wirkungsmechanismus noch ungeklart. 

2. Auf einer Stufe mit dieser Frage steht die Beobachtung des 
Einflusses des Sauregrades auf den cytolytischen Proze8, mit dem wir 
uns eingehend zu beschaftigen haben. 

3. Zum SchluB soll der chemische Charakter des lytischen Stoffes 
und seine Darstellung behandelt werden. 

Es scheint uns am besten, mit der Erérterung des dritten Punktes, 
dem chemischen Charakter des lytischen Stoffes und seiner Darstellung 
anzufangen. Dabei werden zugleich der EinfluB des Saiuregrades und 
auch das Problem der unvollstandigen Lysis behandelt werden. Dem 
Neutralisationsproblem widmen wir jedoch eine besondere Be- 
handlung. 


1. Isolierungsversuche. 


Wir haben in unserer vorigen Mitteilung? angegeben, daB nicht 
nur normale Sera, sondern auch normale Organe krebszellenzerstérendes 
Vermdgen besitzen. Diese Eigenschaft der Haut z. B. wurde eingehend 
untersucht. 

Es entsteht nun sofort die Frage, ob sich alle Organe in dieser Be- 
ziehung gleich verhalten, oder aber, ob es im Kérper ein System gibt, 
dem diese Eigenschaft in hébherem Grade zukommt, mit anderen Worten, 
ob diese Kérperfunktion, die als ein das Zellwachstum und den Zell- 
verfall regulierender Faktor anzusehen ist, zentral reguliert ist. 





1 Siehe Fortschritte auf dem Gebiete der Réntgenstrahlen 35, H. 4, 
1927. 
2 le. 
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Ist dieses der Fall, so mu8B man gerade diesem System die lytische 
Substanz am leichtesten und meisten entziehen kénnen. 

Schon vor Jahren haben Freund und Kaminer auf die bedeutende 
krebszellenzerstérende Eigenschaft des Thymus hingewiesen, die das 
lytische Vermégen des Serums um mehrere Male iibertreffen soll; ferner 
war nach Thymusexstirpation bei Hunden das lytische Vermégen sehr 
herabgesunken. Spitere Mitteilungen von belgischer Seite (Dustin) 
scheinen auch fiir die den Zellauf- und -abbau regulierende Funktion 
des Thymus zu sprechen. 

Allein unser Interesse und die Versuche zur Isolierung aus diesem 
System wurden einigermaBen gehemmt durch die Angaben Freund 
und Kaminers, wonach die lytische Substanz eine ziemlich einfach ge- 
haute gesattigte Dicarbonséiure mit einer ungeraden Zahl von C, H,- 
Gruppen sein sollte. Einfache Repriasentanten dieser aktiven Gruppen 
waren: die Bernsteinsiure, Korksiure und Dekamethylendicarbon- 
siure, bei welchen der Wirkungsgrad mit der Lange der Kohlenstoff- 
kette wachst. 

Da die Substanz nun chemisch definiert war, schien es unndétig zu 
sein, die Isolierungsversuche weiter fortzusetzen. 

Da uns aber niemals eine Nachpriifung dieser Angaben bekannt 
geworden war, haben wir uns zunidchst bemiiht, den lytischen Charakter 
einfacher Reprisentanten aus dieser Dicarbonsaurereihe zu untersuchen. 

Auf die von Freund und Kaminer beschriebene Weise wurden 
Lésungen von Bernsteinsiure und spiiter Korkséure mit Soda neu- 
tralisiert und auf ihre lytische Fahigkeit gepriift. Trotz vieler Sorgfalt 
haben wir uns aber zu unserem groBen Erstaunen niemals von einer 
lytischen Wirkung iiberzeugen kénnen. 

Es fallt schwer, die Ursache einer solchen Diskrepanz bei einem 
relativ so einfachen Versuche anzugeben. Die Vermutung liegt am 
nichsten, daB dabei das px in diesem wisserigen Milieu, in welchem 
die Lysis stattfindet, eine ausschlaggebende Rolle gespielt hat. Spontane 
menschliche Tumorzellen, fiir den lytischen Versuch verwendet, sind 
auBerordentlich empfindlich gegeniiber schwach alkalischer Reaktion 
des Milieus; wenn der Alkaleszenzgrad zu hoch ist, zerfallen sie schon 
spontan sehr leicht. Ein kleiner Neutralisationsfehler kann dann bereits 
den Zellzerfall herbeifiihren. 


Da die lytische Kraft mit dem Alter abnimmt, haben wir die Organe 
junger Tiere (Kalber) zur Isolierung benutzt. 

Wie Freund und Kaminer angeben und wir schon in unserer ersten 
Mitteilung in den Tabellen angefiihrt haben, laBt sich die lytische 
Substanz den Organen mit Ather entziehen. Das bedeutet natiirlich 
nicht — und die nevere Hormonforschung gibt Veranlassung, diesen 


oe 
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Punkt hervorzuheben — daB die gesuchte Substanz wirklich Ather- 
léslich ist. Es ist sogar wahrscheinlich, daB sie nur von dem Ather und 
den darin gelésten Stoffen mitgerissen wird. 

Zur Untersuchung gelangten: Leber, Milz, Lymphdriisen, Thymus, 
Nebenniere, Pankreas — Haut war schon friiher untersucht worden. 

Gleich groBe Mengen der genannten Organe wurden mit der Fleisch - 
maschine zerkleinert und ungetrocknet unter RiickfluBkiihlung mit 
reinem Ather wihrend wenigstens 6 Stunden extrahiert. Eine Be- 
handlung mit Aceton vor der Atherextraktion ergab keine guten Re- 
sultate. Der Atherextrakt wurde abdestilliert, die letzten Atherreste 
mit Hilfe eines Luftstromes entfernt, das fetthaltige Residuum mit 
physiologischer Kochsalzlésung kraftig geschiittelt und darauf scharf 
zentrifugiert (5000 Touren). Es resultierten opaleszente Lésungen, die 
in vergleichbarer Weise auf ihr lytisches Vermégen untersucht wurden. 

Die Technik der cytolytischen Untersuchung ist in unserer ersten 
Mitteilung beschrieben worden. Da aber jetzt mit wasserigen Lésungen 
gearbeitet wird, ist eine technische Verbesserung eingefiihrt worden, wodurch 
sich die Genauigkeit des Versuchs noch erhéht. Zur Freundschen Lésung 
(NaH,PO,—NaCl), in der die Tumorzellen ausschlieBlich suspendiert 
werden, wurde n/50 Blutserum zugesetzt und die Lésung zur Abtétung 
der Fermente waihrend 20 Minuten auf 60°C erwairmt. In dieser Kolloide 
enthaltenden Fliissigkeit ist die Verteilung der Zellen eine noch giinstigere, 
und die Pipettierungsfehler werden noch mehr vermindert. 

Selbst bei dieser recht unzulanglichen Darstellung ergaben sich be- 
trachtliche Unterschiede in der Starke der lytischen Wirkung von 
verschiedenen Organen. 

Das Pankreas wurde sehr bald von der Untersuchung ausgeschlossen, 
da die Extrakte (auch spiter die gereinigten) tryptisch wirksam und 
somit unbrauchbar waren. 

Tabelle I gibt einige Beispiele dieser ersten Versuche wieder. Obwoh| 
alle Organextrakte mehr oder weniger lysieren (die Leber vielleicht 
nur schwach), nehmen schon hier Lymphdriisen und Thymus die erste 
Stelle ein. Die Milz lieferte bei diesen orientierenden Versuchen zu stark 
getriibte und unreine Lésungen, um damit verwertbare Resultate zu 
erhalten. Es war daher eine eingehende Reinigung erforderlich. Nach 
verschiedenen Modifikationen erwies sich vorldufig folgendes Ver- 
fahren als das beste: 

Die erwahnten Atherextrakte wurden abgedampft, die letzten 
Atherreste mit Hilfe eines Luftstromes entfernt und der wasserhaltige 
Riickstand mit Aceton in grofem Uberschuf behandelt. Dabei entstand 
ein flockiger weiBer Niederschlag, der nach dem Absitzen wiederholt 
mit groBen Mengen Acetons geschiittelt und schlieBlich abdekantiert 
wurde. Durch die Anwendung von Aceton erreicht man natiirlich die 
Entfernung einiger Lipoide und Farbstoffe. 
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Tabelle I. 
Vergleich der lytischen Werte der einzelnen Organe nach einfacher Ather- 
extraktion und Lésung in physiologischer Kochsalzlésung. Vornahme 
des Versuchs bei py < 7. 





Organ a ~~ Abaahme 

Zablen - 

OS ee are 120— 114 — 5 
. oe ee 447— 635 + 29 
NE ht eee gad 859— 321 — 2 
Sea egy ge OF og 381— 298 — 21 
n 72— 50 — 30 
A Pn res 839—1023 + 21 
ED .o &. 4-6 aa 107— 74 — 31 
Lymphdriisen. . . . . 108— 71 — 34 
< ar 753— 643 —14 

ss 226— 173 — 23 

a oe ce eed 223— 127 — 48 
Nebenniere...... 139— 111 — 20 
ies SN eo 231— 217 — 6 
eee os aw he 431— 263 — 39 
een a 415— 368 — ld 


Nach dem Absitzenlassen der Fallung iiber Nacht wird das Aceton 
abgegossen, der Niederschlag auf einem geharteten Filter (Schleicher 
und Schiill Nr. 575) abfiltriert und im Brutschrank bei 37° getrocknet. 
Der Riickstand wird sodann nochmals mit Aceton in der Reibschale 
kraftig verrieben und wiederum auf einem gehirteten Filter abgesaugt. 
Die intensive Behandlung mit Aceton ist ein wichtiger Faktor bei der 
Darstellung. 

Nach dem Trocknen resultiert ein weiBliches, bréckliches Pulver ; 
die Wagung ergibt, daB aus groBen Mengen Organsubstanz nur einige 
Hundert Milligramme dieses Pulvers erhalten werden. 


Beispiele : 
1. Aus 100g Lymphdriisenbrei . . . . . . 340mg Pulver 
2. Aus 350g Thymusbrei. . ...... . 410mg Pulver 


Dieses weiBliche Pulver wurde nunmehr mit gepufferter Salz- 
lésung (pa = 7,7) kraftig geschiittelt und auf seine lytische Wirksamkeit 
geprift. 


In vergleichenden Untersuchungen zeigte sich nun _ besonders 
deutlich die Uberlegenheit von Lymphdriisen, Thymus sowie jetzt 
auch der Milz. Es hatte somit den Anschein, als ob nicht nur der Thymus, 
sondern der gesamte lymphocytire Apparat, zu welchem nach dem 
Schema Aschoffs ja auch der Thymus gehért, lytische Fahigkeit in 
hervorragendem MaBe besitzen. 
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Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der neueren Tumor. 
forschung und vor allem mit den jiingsten Anschauungen iiber das 
Wesen der sogenannten Tumorimmunitaét wird man nicht fehlgehen 
in der Annahme, daB dem ganzen reticulo-endothelialen Apparat in 
dieser Beziehung eine groBe Bedeutung zuzuschreiben ist. Die nihere 
Begriindung dieser Auffassung gehért jedoch nicht hierher. 

Wir waren aber und sind auch jetzt noch nicht ans Ziel unserer 
Darstellungstechnik gelangt. 

Fortgesetzte Versuche fiihrten namlich zu wechselnden Ergebnissen 
insofern, als der Grad der lytischen Wirksamkeit schwankte; schon 
rein auBerlich waren die Praparate bisweilen lipoidhaltig und ihre 
Lésungen opaleszierten. In solchen Lésungen kommt das lytische 
Phanomen nicht zustande, es findet im Gegenteil Zellschutz statt. 


Eine griindlichere Reinigung war also unumgianglich erforderlich. 
Es wurden daher verschiedene andere Extraktionsmittel erprobt. 
Petrolather (40 bis 60°) erwies sich als ungeeignet, da bei der Filtration 
auch ein groBer Teil der Substanz in die entstehende kolloidale Lésung 
mit iiberging. Nach einigen Vorversuchen lieferte schlieBlich die 
Reinigung mit gekiihltem absoluten Alkohol die besten Resultate, 
obwohl wahrscheinlich auch hierbei Verluste stattfanden'. 


Das trockene Acetonpulver wurde in der Reibschale mit kleinen 
Portionen gekiihlten Alkohols versetzt, der nicht lésliche Teil gleichfalls 
in kleinen Anteilen auf einem gehirteten Filter gesammelt und der 
Alkohol mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Der Niederschlag 
wurde wiederum im Brutschrank getrocknet, sodann mit der Phosphat- 
pufferlésung nach Sérensen (px = 7,7) und mit physiologischer Koch- 
salzlésung vermischt (1 Teil Pufferlésung + 5 Teile physiologischer 
Kochsalzlésung) und kraftig geschiittelt. Hierbei darf keine Schaum- 
bildung auftreten. 

Jetzt erhielten wir in der Mehrzah] der Fille klare oder nur sehr 
schwach opaleszierende Lésungen, die eine auBerst kriaftige lytische 
Wirksamkeit entfalten konnten. Tabelle II gibt einige Beispiele wieder. 
Der Lysistiter betrug héchstens 81%; voraussichtlich wird man aber 
die Wirksamkeit noch mehr erhéhen kénnen. Uber die Grenzen, die 
der Lysis gezogen sind, wird in der nachsten Mitteilung berichtet werden. 








1 Nachtrag bei der Korrektur. Der Niederschlag lést sich glatt in Benzo! 
und Ather. Wenn sich mit der einfachen Alkoholreinigung keine klaren, 
lipoidfreien Lésungen erreichen lassen, ist es am besten, den Niederschlag 
wiederum in Ather zu lésen, zu konzentrieren, im Scheidetrichter mit der 
Pufferlésung auszuschiitteln und die wisserige Lésung mit Aceton im Uber 
schuB zu behandeln. Der dann entstehende minimale Niederschlag ist in 
der Pufferlésung wasserklar léslich und entfaltet lytische Wirksamkeit. 
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Tabelle II. 


Lytische Werte nach der beschriebenen Reinigung und Lésung in pg 7,7. 
Vornahme des Versuchs bei py 6,9 bis 7,1. 








Ry ~~ beak 
Organ “Zahlen in = %» 
24 Stunden 

Ss « 8. era bos 217— 56 — 74 
e a 332—171 — 49 
oe en ae ee ae 280— 169 — 39 
Lymphdriisen. . .. . 189—117 — 38 
» ac alee 335—177 — 44 
” 205— 78 — 62 
~ 254—137 | — 47 
° i. em te 128— 24 | .—8l 
eer ee 186— 99 | — 47 


Die Lésungen sind eiweiBfrei, sie zeigen keine tryptischen oder 
lipolytischen fermentativen Eigenschaften. 

Die lytische Substanz muB8 bereits in minimalen Quantitéten 
wirksam sein; es 148t sich némlich, wenn das Acetonpulver nach er- 
folgter Alkoholreinigung ungefahr bis auf die Halfte reduziert worden 
ist, nach dem Schiitteln mit der Pufferlésung und Wagung auf ge- 
trocknetem und gewogenem Filter eine Gewichtsabnahme feststellen, 
die nur Milligramme oder Bruchteile davon betragt. Wir kénnen 
infolgedessen nicht sagen, daB wir mit dieser Darstellungsweise unser 
Ziel schon erreicht haben. Auch iiber die Zusammensetzung der Substanz 
kann man irgend etwas Positives nicht aussagen, bevor die Reinigung 
noch weiter fortgeschritten ist. Die Untersuchungen werden mit 
méglichst groBen Quantitaten fortgesetzt. 

Jedenfalls geht aus unseren Versuchsresultaten hervor, daB sie 
mit den friiheren Angaben von Freund und Kaminer, Dustin, u. a. 
iibereinstimmen. Es ist uns unverstandlich, wie Freund und Kaminer 
als lytische Stoffe spiter Substanzen angeben kénnen, die diese er- 
wabnten Léslichkeitseigenschaften nicht besitzen. 


2. Einflu8 des Siuregrades auf die Cytolyse. 


Wir haben jetzt darzulegen, warum es unbedingt notwendig ist, 
die Lésung der lytischen Substanz ausschlieBlich in gepufferten Salz- 
lésungen vorzunehmen. Damit erledigen wir zugleich Punkt 2 unserer 
Einleitung, nimlich den EinfluB des py auf den lytischen ProzeB. Dies 
ist besonders wichtig, da wir jetzt — im Gegensatz zu unserer ersten 
Mitteilung — mit wisserigen Extrakten und nicht mit schon von selbst 
gut gepufferten Fliissigkeiten, wie Seren und Organextrakten arbeiten. 

Wir haben bereits angedeutet, daB die Lysis der Tumorzellen 
vom px des Milieus sehr abhangig ist. Auch hier zeigen sich noch in- 
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dividuelle Differenzen. Im allgemeinen sind die Zellen von spontanen 
menschlichen Carcinomen noch viel empfindlicher als unsere ge. 
woéhnlichen transplantierten Tumoren. 

Als allgemeine Regel gilt, daB saure Reaktion der Lysis entgegen- 
arbeitet, alkalische sie férdert. Wir verstehen jetzt, weshalb die Freund. 
sche Waschfliissigkeit so sauer ist (pp 5,4). Es ergibt sich, daB Tumor- 
zellen sich in diesem Milieu wochenlang ausgezeichnet halten und bei 
diesem px sich sogar bedeutend vermehren kénnen, wahrend sie bei der 
Reaktion des Blutes oder des Serums (7,3 bis 7,6) bald zugrunde gehen 
Diese Tatsache ist fiir die Zichtung von Tumorzellen in vitro von 
gréBter Bedeutung. Man hat die verschiedensten Kulturfliissigkeiten 
angewandt, aber diesen doch immer ein px von + 7,3 gegeben. Vielleicht 
ist dies die Ursache, daB bis in jiingster Zeit niemals eine einwandfreix 
Kultur von Carcinomzellen regelmaBig gelungen ist. 

Wir haben nach den Bedingungen gesucht, unter denen diese Er- 
haltung der Tumorzellen in vitro noch weiter getrieben werden kann 
Jedenfalls spielt das py eine bedeutende Rolle. Interessanterweise 
haben auch neuere Untersuchungen (Harde, Rous, u.a.) ergeben, dai 
die intrazellulare Reaktion von Tumorzellen eine stark saure ist (5,8 
bis 6,4), viel saurer als die des umspiilenden Blutes. 

In dieser Beziehung liegt auch der Gedanke nahe, daB die be- 
deutenden glykolytischen Spaltungen der Tumorzellen schon infolge 
der dabei frei werdenden Sauremengen der Lysis entgegenarbeiten. 

Tabelle III gibt Belege fiir den EinfluB der py-Wirkung auf die 
Lysis. 

Tabelle Ill. 
Beispiele fiir den Einflu8 der Reaktion des Milieus auf die Cytolyse von 
Krebszellen (Twort), siehe I. Mitteilung. 
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Es ist offensichtlich, daB man, wenn Fehler bei der Bestimmung 
von lytischen Wirkungen vermieden werden sollen, bei einem genau 
festgestellten px arbeiten mub. 

Als solches haben wir das px von 7,1 angenommen, das aus der 
Mischung von 1 Teil Freundscher Lésung (Tumorsuspension) und 
10 Teilen lytischer Lésung (px 7,7) entsteht. 

Es ist uns selbstverstandlich infolge unserer noch unzureichenden 
Kenntnisse nicht mdglich, bereits irgendwelche Angaben iiber die 
chemische Zusammensetzung der lytischen Substanz zu machen. 

Die ganze Darstellungsweise (Adsorption an Niederschlagen), die 
Eluierbarkeit mit Phosphatlésung, die Abhangigkeit der Wirkung 
vom px, laBt aber doch Beziehungen zu einem (autolytischen) Ferment- 
system vermuten, und damit nahert sich die ganze Auffassung des 
cytolytischen Problems wieder der urspriinglichen Konzeption Neubergs 

Es war daher von Interesse, festzustellen, wie sich diese kiinstlich 
hergestellten lytischen Lésungen bei der Bestrahlung verhielten. 


3. Strahlenwirkung. 

Wie in der ersten Mitteilung beschrieben, wurden auch die her- 
gestellten Lésungen unfiltrierten Bestrahlungen verschiedener Zeit- 
dauer ausgesetzt und die lytische Wirksamkeit, immer auf dieselbe 
Zellensuspension bezogen, untersucht. 

Soweit wir bis jetzt die Resultate tiberblicken kénnen, treten in 
der Tat in diesen kiinstlichen Extrakten dieselben Wirkungsschwan- 


Tabelle 1V. 


Einflu8 von Réntgenstrahlen auf die lytische Wirksamkeit von lytischen 
Lésungen (180 kV, 2 Milliamp., 25¢em Abstand), 





Abnahme der Abnahme 
Zellen in abso- der Zellen 
luten Zahlen in 
Nach (b 128— 24 — 1 
7 l 106— 41 — 61 
» w 128— 69 4h 
a 4 166— 62 62 
Unbestrahlte Kontrolle 
derselben Zellen in ans 20¢ > 
Fre undscher Léosung | a os 326 Tr! 
+ Serum 150 
Nach 0’ 223—187 12 
- 5 413—A811 24 
15 332—357 + 7 
. jh 312—302 3 
2 342—296 13 
os 302—238 2: 
‘ 6 338—269 - 20 
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kungen auf, denen wir im Serum oder in Organextrakten begegnet sind 
Es zeigen sich auch hier die gleichen diskontinuierlichen Einwirkungen 


Ein kraftig wirksames Praparat wird durch die Bestrahlung meist nach 


einem variablen Intervall geschwacht, bei weiterer Bestrahlung kehrt 
die Aktivitat, wenigstens teilweise, zuriick. In der ersten Bestrahlungs 
periode kann sich auch, namentlich bei einem weniger aktiven Praparat 
eine Steigerung des lytischen Vermégens zeigen, die bald auch wiederum 
von einer Depression gefolgt wird. Tabelle IV gibt zwei diesbeziiglich: 
Beispiele. Diese der Réntgenstrahlung analoge Reaktion erhéht dix 
Wahrscheinlichkeit, daB es uns gelungen ist, die lytische Substanz 
wenn auch vorlaufig in unreiner Form, zu isolieren. Die Untersuchungen 
werden fortgesetzt. 
Zusammenfassung. 

1. Es gelingt, die lytische Substanz aus Organen zu isolieren. Die 
Organe des reticulo-endothelialen Apparates liefern dabei die gréBt: 
Ausbeute. (Lymphdriisen usw.). 

2. Eine weitere erforderliche Reinigung wird nur bei Darstellung 
in groBem MaSstabe méglich sein. 

3. Die chemische Zusammensetzung der Substanz ist bis jetzt 
noch nicht ermittelt. 

4. Der lytische Versuch soll bei einem bestimmten pg vor- 
genommen werden. 


5. Die H-lonenkonzentration ist ein wichtiger Faktor bei diesem 
Prozeb. 


6. Die Substanz ist strahlenempfindlich. 
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Kationen und parasympathische Gifte. 
Ein Beitrag zur Frage der Zondekschen Theorie. 
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Mit 7 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren hat das Interesse gegeniiber den lonen- 
wirkungen einen bedeutenden Aufschwung genommen. Das Ziel der 
Forschung ist nicht mehr eine bloBe Beschreibung der Tatsachen, 
sondern die Aufklirung feinerer Mechanismen physiologischer, patho- 
logischer und pharmakologischer Vorgange. Zu diesem Zwecke 
werden die lonenwirkungen in ihrem Zusammenhange mit Nerven- 
erregung, Hormon- und Giftwirkungen vielfacherweise untersucht, 
anderseits die Anderungen am Elektrolytgehalt der Organe und 
Kérperfliissigkeiten mit Hilfe mikrochemischer Bestimmungsverfahren 
verfolgt. 

In der untenstehenden Arbeit haben wir den Zusammenhang 
zwischen Kalium (bzw. anderen Kationen) und Parasympathicus an 
einem isolierten Warmbliiterorgan untersucht, mit der Absicht, auf 
diese Weise die Richtigkeit einer Theorie priifen zu kénnen, welche in 
der Literatur der letzten Jahre vielfach zitiert wurde und auf die 
Forschung sehr anregend wirkte. 

Von S.G.Zondek stammt die Theorie, welche die Wirkung vege- 
tativer Nerven auf den Einflu8 von lonen zuriickfiihrt. Auf Grund 
gewisser Erscheinungen — welche nachfolgend éfters erwahnt werden 
sollen — folgerte er, daB die Wirkung des Parasympathicus durch eine 
lokale Anreicherung an Kalium, die Wirkung des Sympathicus durch 
eine lokale Anreicherung an Calcium zustande kommt (1) (2) (3). 


Auch eine pharmakologische Reizung hat nach ihm denselben 
Mechanismus. Die Gifte der Pilocarpingruppe (Cholin, Acetylcholin, 
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Muscarin, Physostigmin) wirken auch durch! Kaliumkonzentrierun 
Adrenalin durch Caletumkonzentrierung. Die Erklarung dieser Ahnlichke 
der Nerven- und Giftwirkung erblickt Zondek in den Resultaten O. Loewis (4), 
nach dessen Versuchen die Wirkung vegetativer Nerven eigentlich auch aut 
pharmakologischem Wege, durch Produktion spezifisch wirksamer Gifte, 
erfolgt. 

Wir betrachten nun einen Teil der Theorie (parasympathisch: 
Gifte und Kalium) und suchen, ob in den literarischen Angaben und 
eigenen Versuchsergebnissen sich hinreichende Beweise fiir die inter- 
essante und wichtige Hypothese Zondeks finden lassen. Die Zusammen- 
hange zwischen Kalium und Parasympathicus sind viererlei Art: 

1. Nach den Angaben einiger Autoren ist die Wirkung der Vagus- 
gifte verschieden, je nach dem Gehalt der Blutersatzfliissigkeiten an 
Kationen. 

2. Wirken diese Gifte auf verschiedene Organe, so findet man oft 
Unterschiede in der Umspiilfliissigkeit, besonders in deren Kaliumgehalt 
Ahnliche Verschiebungen der Zusammensetzung sind nach elektrischer 
Reizung parasympathischer Nerven beschrieben. 

3. Werden Organe durch Mangel an Kalium gelihmt, so kann 
ihre Tatigkeit auf Einwirkung parasympathisch erregender Einfliiss« 
wieder hergestellt werden. 

4. Es zeigt sich (besonders in den Untersuchungen Zondeks) ein 
auffallende Ubereinstimmung in der Wirkungsrichtung von Kalium 
und Parasympathicus. Wo Pilocarpin, Cholin oder elektrische Vagus- 
reizung erregend wirken, verhalt sich auch Kalium erregend, und lahmt 
wo diese auch lihmen. 


Wir méchten nun diese Zusammenhinge einzeln etwas niaher 
betrachten, unsere Bemerkungen, ebenso unsere experimentellen Er- 
fahrungen anfiihren. Wir glauben namlich, daB die Erscheinungen nicht 
eindeutig zugunsten der Theorie sprechen, und eben in dem wichtigsten 
(vierten) Punkte erheben sich gegeniiber Zondeks Auffassung ernste 
Schwierigkeiten. 


1. Die Abhingigkeit der chemischen Parasympathicusreizung von Kationen. 

Wiirde die Wirkung der parasympathicomimetischen Gifte darin 
bestehen, daB sie das Kalium von der Umspiillésung zu gewissen 
Teilen der Zelle beférdern, so ware zu ihrer Wirkung das Vorhanden- 
sein von Kalium auBer der Zelle nétig. Ist in der AuBenfliissigkeit 
Kalium gar nicht vorhanden, so darf daher die Wirkung nicht zu 
standekommen. Bei erhéhtem Kaliumgehalt wire dagegen eine ver 
stirkte Wirkung dieser Gifte zu erwarten. 


Die am iiberlebenden Darm erhaltenen Ergebnisse scheinen im ersten 
Augenblick in diese Richtung zu zeigen. Halt man namlich ein Magnus 
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hes Priparat langere Zeit in kaliumfreier Tyrodelésung, so erlischt seine 
apfindlichkeit gegeniiber den Pilocarpingiften. Wir untersuchten dahet 
was naher die Frage, ob dieser Umstand eine Stiitze fiir die Zondeksche 
fheorie bilden kénnte. Die untenstehenden Versuche beweisen aber, dab 
es nicht der Fall ist, und aus diesen Erscheinungen diirfen wir noch 
icht auf einen spezifischen Zusammenhang zwischen Pilocarpinwirkung 
ud Kaliumwirkung schlieBen. 

Die Versuche bestanden darin, daB wir die Empfindlichkeit des Darm- 
tiickchens gegeniiber diesen Giften bei verschiedenem Gehalt an Kalium 
ind Calcium bestimmten. Wo sich ein Unterschied zeigte, wurde auch 
lie Wirkung eines unmittelbar wirkenden Giftes, des Bariums, untersucht. 

Die Versuchsanordnung war auch im itibrigen dieselbe, die wir gelegent- 
ich fritherer Arbeiten verwendet haben. Das Darmpriaparat (nach Magnus) 
befand sich in einer Tyrodelésung ohne Mg und Phosphat. Zuerst wurde 
die Empfindlichkeit des Praparats gegeniiber dem Gift (z. B. Pilocarpin) 
ermittelt, indem durch eine geeignete Gabe (0,005 bis 0,1 mg Pilocarpin-H Cl 
fir 75 cem Tyrodelésung) eine mittelstarke Kontraktur herbeigefiihrt 
wurde [vgl. Newkirch (5), Storm van Leeuwen (6)|]. Das Gift wirkt dabei 
2 bzw. 3 Minuten lang auf das Organ ein, nachher wird es durch wiederholtes 
\uswaschen mit frischer Tyrodelésung (in derdritten und fiinften bis siebenten 
Minute) vom Gift befreit. Nach 10 Minuten wird der Versuch wiederholt. 
Der Pilocarpinversuch mu mehrmals ausgefiihrt werden, weil im Anfang 
die Empfindlichkeit schwankend ist. Meistens erhéht sich bei den ersten 
Priifungen die Empfindlichkeit, also die Kontrakturhéhe. Wurde die 

erhaltene Kontraktur bei der dritten oder vierten Gelegenheit konstant, 
so gingen wir zur veranderten Tyrodelésung iiber. 

Es ergab sich in diesen Versuchen folgendes: Bei Kaliummangel (Tyrode 
mit ein Viertel Kalium 0,005°,, KCl) sind die erhaltenen Pilocarpin- 
wirkungen betrachtliche Zeit (auch nach 5 bis 20 Minuten) gleich, wie in 
normaler Tyrodelésung (s. Abb. 1). Wahrend dieser Periode sind aber auch 


Abb. 1. Kaninchendiinndarm 





Pilocarpins HCl wirkt bei !,4 Kalium gleich stark erregend wie in normaler Tyrodelésung 
Steigerung der Kaliumkonzentration von '/, aus (Riickkehr zur normaler Lésung Ty) wirkt 
hemmend, also in entgegengesetzter Richtung 
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normal, zum Zeichen, daB die Motilitaét nox 
nicht gelitten hat. Oft verhalt sich der Darm in kaliumfreier Lésung ebens 
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Noch schwicher ist die Wirkung 
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Die Erklarung hierfiir ist, da 
aus dem Innern der Zelk 
betrachtliche Kaliummeng: 
in die AuBenfliissigkeit d 
fundieren kénnen, so daB d 
Lésung kaliumhaltig wis 
Auch diese kleine Kaliw 
konzentration ist in dies« 
Fallen zur normalen Tatigk: 
geniigend [vgl. Jannink (7 
Weilt der Darm langer 
Zeit in kaliumfreier Lésung 
so leiden wie bekannt 
die Spontanbewegungen, w 
zuletzt erlischt oft die Aut 
matie tast ganz. In dieser 
Stadium finden wir dann aucl 
die Wirkung des Pilocarpins 
herabgesetzt oder ganz e1 
loschen. Ahnliches gilt aucl 
fiir Cholin, Acetylcholin. Hat 
aber die Wirksamkeit der Pil 
carpingilte abgenommen, ~ 
wirkt auch Barium mir 
der stark. Die Empfindlic! 
keit gegeniiber Bariumchlori 
wurde ebenso festgestellt, w 
oben beschrieben, zuerst 
normaler Tyrodelésung, dan: 
in kaliumfreier. Hierbei ergibt 
sich, daB Gaben, welche it 
normaler Lésung starke Kor 
trakturen erzeugten, in kal 
freier Lésung fast gar nicht 
oder auch gar nicht wirke: 
Es sei erwahnt, daB di 
Empfindlichkeit gegeniibe: 
Pilocarpin etwas friiher ab 
nimmt als gegeniiber Bariun 
Dies scheint aber fiir unser 
SchluBfolgerung unwesentlic! 
zu sein. Wir miissen ja mit 
der Méglichkeit rechnen, da 
Barium als ein Ion in be 
stimmtem Grade die iible: 
Folgen des Kaliummangels 
mildern, den Ca- und Na 


UberschuB antagonisieren und so fiirseine eigene Kontrakturwirkung die Vor 


bedingungen bessern kénnte. 


Ist die Pilocarpinwirkung aber verschwunden, 


so ist die Bariumwirkung auch nur héchstens angedeutet vorhanden. 
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Diese Versuche zeigen daher, dab der Kaliummangel nicht nur dic 
Vagusreizung hemmt, sondern auch die Bariumwirkung. Dies spricht 
lafiir, daB in solchen Fallen parallel mit dem Automatismus auch die 


i 
Kontrakturfahigkeit leidet. Kalium ist daher nicht nur zur Wirkung 
der Pilocarpingifte, sondern fiir die Funktion und Reizbarkeit der 
glatten Muskelzellen im allgemeinen ndtig. 

Gegen die Verwertbarkeit dieser Erscheinungen zugunsten der Lonen- 
theorie spricht auch der Umstand, daB auch Calcitummangel die Pilocarpin- 
wirkung aufhebt, und zwar schon in viel kiirzerer Zeit als die kaliumfreie 
Lésung. Hier geht die Abnahme der Pilocarpin- und Cholinempfindlichkeit 
auch mit der Abnahme der Bariumempfindlichkeit und Motilitét parallel. 
Wirkt das Pilocarpin im Sinne der Theorie Zondeks durch Anreicherung 
von Kalium, so ist das Calcium in der AuBenlésung fiir die Reizung selber 
gar nicht nétig. Die Unwirksamkeit mu daher einen anderen Grund haben. 
Zondek, der selber diesen Versuch anstellte, erklirte die Unwirksamkeit 
bei Ca-Mangel auch mit dem Schwund der Kontrakturfahigkeit (1). Wirkt 
aber Calciummangel in dieser Weise, so ist dies eine weitere Stiitze dafiir, 
daB auch Kaliummangel die Entwicklung von Kontrakturen derart zu 
hindern imstande sein kénnte. 

In calciumfreier Tyrodelésung bleibt auch die Kaliumkontraktur aus. 
Eine Steigerung des Kaliumgehalts auf das Drei- bis Sechsfache ruft in 
normaler Lésung auch maximale Kontrakturen hervor, unter solchen 
Umstainden keine. Zondek fabt auch diesen Umstand als einen Beweis 
seiner Theorie auf, indem auch hier parasympathische Gifte und Kalium 
sich gleichsinnig verhalten. Nach dem oben Gesagten ist dies aber keine 
ernste Stiitze der Theorie, da der Darm nicht nur fiir Kalium und para- 
sympathische Gifte unempfindlich ist. 

Noch weniger beweisend ist ein anderer Versuch Zondeks, in welchem 
er die Unempfindlichkeit des Meerschweinchendarms bei Na- und K-Mangel 
gegeniiber Pilocarpin feststellt. Hierbei werden sowohl KCl wie NaCl 
aus der Nahrlésung weggelassen und der osmotische Druck durch eine 
isosmotische Menge von Glucose aufrecht erhalten. Der Mangel von Na 
ist aber fiir die Motilitat des Darms noch mehr schadlich wie von K (ahnlich 
wie am quergestreiften Muskel). AuBerdem wirkt eine solche Glucose- 
konzentration selbst stark hemmend [vgl. (16)]. 

In Lésungen mit dreifachem Kaliumgehalt (0,06°, KCl) oder mit 
3 Ca (0,06°, CaCl,), ebenso bei 3 Mg (0,03°, MgCl,), ist die Pilocarpin- 
wirkung gleich stark, wie in normaler Tyrodelésung, oder nur unbedeutend 
bzw. unregelmaBig verschieden, 


Auf Grund dieser Erscheinungen glauben wir schlieBen zu diirfen, 
daB der Einfluf des Kaliumgehalts auf die Pilocarpinwirkung nichts 
Wesentliches zugunsten der Zondekschen Theorie aussagt. 


2. Anderungen im Elektrolytgehalt bei der Reizung vegetativer Nerven. 


Howell beobachtete als erster im Jahre 1908 eine Anreicherung von 
Kalium in der Lockelésung bei Durchstrémung des Warmbliiterherzens, 
dessen Vagus gereizt wurde. Er zog hieraus den SchluB, dab das Kalium 
im Mechanismus der Vaguswirkung eine Rolle spielen kénnte. In der letzten 
Zeit vermehrten sich ahnliche Befunde in der Literatur. Ohne alle diese 
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hier aufzihlen zu wollen, verweisen wir nur auf einige, die an isoliert: 
Organen ermittelt wurden. Bouckaert (9), Asher (10) postulierten einen 
Austritt von Kalium im Froschherzen bei Vagusreizung. Durch Schei 
finkel (11) wurde sodann (im Asherschen Institut) das Kalium auch chemisch 
nachgewiesen. Yasutake (12) zeigte am Krétenherzen, daB bei elektrischer 
Reizung des isolierten Sympathicus ein analoger Austritt von Calcium sich 
nachweisen l48t. FE. Wollheim (13) fand bei Vagusreizung (neben durch. 
trenntem Splanchnicus) eine Verminderung des K Ca-Quotienten im Pfort- 
aderblute, bei Splanchnicusreizung das Gegenteil'. Dresel und Wollheim (14) 
machten sodann die Beobachtung, daB bei der Adrenalinwirkung von der 
AuBenlésung Calcium in den iiberlebenden Darm wandert. Hierher gehéren 
auch die Befunde der Hoberschen Schule, daB quergestreifte Muskeln, deren 
vegetative Beeinflussung bekanntlich vielerleiweise bewiesen wurde, auf 
Einwirkung parasympathisch erregender Gifte Kalium von auBen auf- 


nehmen und auf Adrenalin und Atropin abgeben (15). 


Diese Befunde scheinen auch in dem ersten Augenblick fiir die 
Theorie wichtige Beweise zu liefern, da sie eben die hypothetische 
Elektrolytverschiebungen anzeigen. Betrachten wir aber die Erschei- 
nungen aus dem Gesichtspunkt der Zondekschen Theorie etwas naher, 
so ergeben sich alsbald manche Unstimmigkeiten. Wir méchten bei 
dieser Gelegenheit nur auf zwei Momente aufmerksam machen. 

1. Die Richtung der Ionenaufnahme und -abgabe ist bei den ver- 
schiedenen Organen eine recht ungleiche. Am Herzen wird bei Para- 
sympathicusreizung Kalium in die Umspiillésung abgegeben, bei dem 
quergestreiften Muskel dagegen aufgenommen. Auch in den Versuchen 
Wollheims zeigt sich (am Darm) eine relative Verminderung des Kaliums, 
was also auch einer Aufnahme in die Zellen entspricht. Am Herzen 
wird das Calcium bei Sympathicusreizung abgegeben, am Darm auf- 
genommen. Besteht die Nervenwirkung in der Anreicherung dieser 
Ionen, so wiirde man glauben, daB die Anderungen in der Umgebung 
immer gleichsinnige sein miissen. Sollte aber cine Vermehrung oder 
Abnahme erfolgen? Welche Befunde sprechen fiir und welche gegen 
die Theorie ? 

2. Die zweite Schwierigkeit besteht eben darin, daB man dies aus 
bekannten Tatsachen nicht ableiten kann. 

Wiirde die Parasympathicusreizung in einer lokalen Kalium- 
konzentrierung bestehen, so kénnte dies auf dreierlei Weise erfolgen 

a) Das Kalium wird einfach aus der umspiilenden Lésung auf- 
genommen. Auf diese Weise wire eine Abnahme der absoluten Kalium- 
konzentration in der AuBenlésung zu erwarten (z. B. Okamoto). Bei 
einem analogen Wirkungsmechanismus des Sympathicus sollte der 


1 Am anderen Orte haben wir bereits darauf aufmerksam gemacht, 
daB die Ionenverschiebungen die Wirkung der Nerven am Darm nicht 
erklaren kénnen und somit keine Beweise fiir die Zondeksche Theorie bilde 
[vgl. (4)]. 
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Caleiumgehalt abnehmen (wie dies in den Versuchen von Dresel und 
Vollheim der Fall ist). 


b) Die lonenkonzentrierung kommt an Stelle der Wirkung dadurch 
istande, daB die entsprechenden Ionen von einem Reservedepot in die 
Spilflissigkeit abgegeben werden und durch den erhéhten lonengehalt 
der Lésung (also von der Lésung aus) am Wirkungsort die Funktion 
beeinflussen. Hierbei wire bei Parasympathicusreizung eine Kalium- 
zunahme, bei Sympathicusreizung eine Caleitumzunahme in der Lésung 
gu erwarten, wie dies in den Herzversuchen auch gefunden wird. 


c) Es wire aber auch anzunehmen, daB die Mobilisierung der K- 
und Ca-lonen nicht nur in die Lésung erfolgen kann, sondern diese vom 
Depot unmittelbar zum Wirkungsort beférdert werden. Bei diesem 
Mechanismus wiire ein Zuwachs des Gehalts in der Lésung nur da- 
durch méglich, daB die Verschiebung der lonen nicht genau gelingt 
und ein Teil nebenbei in die umgebende Fliissigkeit gerit. Scheinfinkel 
neigt zu einer solchen Auffassung und erklart hierdurch, daB ein 
Kaliumaustritt nur bei kaliumfreier Lésung gut nachweisbar ist. 


Aus alledem méchten wir vorderhand nur den SchluB ziehen, 
daB diese Erscheinungen bei der heutigen Lage unserer Kenntnisse 
noch keine sichere Basis fiir die Ionentheorie der vegetativen Reizuwng 
bilden kénnen. Einer von uns trachtet auch auf diesem Wege diesen 
Fragen naiher zu kommen, und sucht vor allem zu entscheiden, ob die 
beobachteten Anderungen wirklich mit der Nervenreizung bzw. dem 
spezifischen Wirkungsmechanismus der Giftwirkung in Verbindung 
stehen oder aber die Konzentrationsinderungen nur Folgen der 
Funktionsainderung der Muskelfasern sind. In den zitierten Versuchen 
blieb diese Frage noch unentschieden. 


3. Die Wiederherstellung der Funktion bei Kaliummangel durch Vagcusreizung. 
J. Bouckaert machte die Beobachtung (1921), daB ein Froschherz, 
nachdem es in kaliumfreier Ringerlésung seine Tatigkeit einstellte, nach 
Einwirkung von Pilocarpin wieder zu schlagen beginnt (9). L. Asher be- 
statigte dies fiir faradische Vagusreizung (10). Beide Autoren deuteten 
die Erscheinung dahin, daB bei Vagusreizung Kalium in die Herzhéhle 
diffundiert, die Lésung also kaliumhaltig wird. Die wahrscheinlichste 
Erklarung dieser Befunde ist daher in dem oben Gesagten gegeben. 


4. Parallelitit von Kalium- und Parasympathicuswirkung, 


Den Ausgangspunkt und die starkste Stiitze bei der Aufstellung seiner 
Theorie bildete fiir Zondek der Umstand, daB an den verschiedensten 
Organen die Wirkung des Kaliums mit der Parasympathicuswirkung, 
die des Calcitums mit der Sympathicuswirkung immer gleichgerichtet 
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erscheinen. Die Theorie verlangt auch eine qualitativ vollstandig 
. . . . . + 
Cbereinstimmung. Ist der Parasympathicusreiz letzten Endes ei: 
Kaliumanreicherung, so darf die Wirkung der Kaliumsteigerung geg: 
iiber dem Parasympathicuseffekt keinen Unterschied zeigen 


Die bereits oben beschriebenen Versuche enthalten aber einen Fa! 
wo Kalium- und Parasympathicuswirkung einander nicht gleichen 
Bei vermindertem Kaliumgehalt wirken nimlich die Gifte der Pik 
carpingruppe immer sofort erregend, wihrend in einer derartigen Un 
gebung die Steigerung des Kaliwmgehalts eben entgegengesetzt ist als 
unter normalen Umstanden. 





Abb 3. Diinndarm eines 3,9 kg schweren Kaninchens 


Steigerung der Kaliumkonzentration oberhalb des normalen Wertes wirkt lahmend, Pilocarpir 
sofort erregend, also in entgegengesetztem Sinne 


Halt man den Darm in kaliumarmer oder kaliumfreier Tyrodelésung, 
so ruft die Steigerung des Kaliumgehalts eine voriibergehende Lahmunyg 
der Bewegungen hervor. Diese Erscheinung war schon Jannink (7) und 
Rosenmann (17) bekannt. Einer von uns wies darauf hin, daB diese voriibe 
gehenden Wirkungen als .,Potentialwirkungen** zu betrachten sind, den 
Giftwirkungen von W. Straub ahnlich (18) (19). Sehr auffallend ist dix 
Lahmung und viele Minuten dauernd, wenn man in einer kaliumfreien 
Lésung den Kaligehalt plétzlich auf die gebrauchliche ,,normale** 0,02 °, ig 
KCl steigert. Auch nach halbiertem Kaliumgehalt wirkt die normak 
Tyrodelésung hemmend, nur in geringerem Grade. An den meisten Darm 
stiicken erhalt man sogar, von normalen (0,02°,igen KCl-)Gehalt aus 
gehend, bei maBiger Steigerung erst eine hemmende Wirkung, und nur ei! 
weiteres Steigern exgibt Kontraktur (s. Abb. 3). 


In diesen Erscheinungen sehen wir eine betriachtliche Schwierigkeit 
fiir die Zondeksche Theorie. Wiirden die Gifte der Pilocarpingruppe 
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durch eine lokale Anreicherung von Kalium wirken, so diirfte die 
Steigerung des Kaliumgehalts (wo durch Ausgleich das Kalium auch 
am Wirkungsort vermehrt wird) nie anders wirken, wie diese Gifte. Gegen 
dic Beweiskraft dieser Versuche kann man nicht den Einwand machen, 
da8 der Kaliummangel das Praparat stark verandert, so daB hierdurch 
auch der Mechanismus der Giftwirkung ganz anders wird. Dies ist schon 
darum sehr unwahrscheinlich, weil in kaliumarmer Lésung die Wirkung 
der parasympathischen Gifte — wie erwahnt — lange Zeit sich auch 
quantitativ nicht andert. Ware das Praparat so tiefgreifend umgestimmt, 
daB der Wirkungsmechanismus des Giftes ein véllig anderer wiirde, so 
miiBte sich wenigstens die Wirkungsstirke in bestimmtem Grade 
geandert haben. AuBerdem aber ist die Wirkung einer maBigen Kalium- 
steigerung — wie erwahnt — oft auch bei annaihernd normalem oder 
normalem Kaliumgehalt eine hemmende, also auch unter optimalen 
Verhdltnissen der Pilocarpinwirkung entgegengesetz. 

Es ist noch zu fragen, ob vielleicht eine relative Kaliwmzunahme 
die Pilocarpinwirkung erklaren kénnte. Zondek fiihrte zwar als Beweis 
Versuche an, in welchen er den absoluten Kaligehalt anderte. Bei der 
Beschreibung der Theorie erwihnt er aber eine relative Kalium- 
vermehrung. Dies geschieht offensichtlich in der Meinung (was tibrigens 
ziemlich verbreitet ist), daB die Wirkung der absoluten Vermehrung 
eines lons mit der Wirkung der relativen Vermehrung immer gleich- 
bedeutend ist. Diese Auffassung widerspricht aber vielen Tatsachen. 
Fiir antagonistische lonenpaare ist sie sicher nicht richtig [vgl. (16) 
ebenso F. B. Hoffmann (20)|. Wie es einer von uns nachgewiesen hat, 
wirkt am Darm eine absolute Senkung des Kaliumgehalts erregend, also 
villig entgegengesetzt als eine gleichsinnige Zunahme des K/Ca- 
Quotienten, hervorgerufen durch Steigerung der Calciumkonzentration, 
was immer nur Hemmung ergibt. 

Wir glauben also, daB das zur Verfiigung stehende Versuchsmaterial 
eine sehr schwache Grundlage bildet, um die Pilocarpinwirkung mit 
Hilfe von Konzentrationsinderungen des Kaliums zu erkliren. Dies 
besagt aber noch nicht, daB dies auch gar nicht méglich ware. 

Wir stellten also auch hieriiber Versuche an, wobei wir auch das 
Natrium beriicksichtigt haben. Das Na kénnte als Synergist des Kaliums 
im Wirkungsmechanismus wohl auch teilnehmen, wie dies bereits 
Zondek ausgedriickt hatte, Eine relative Vermehrung des Verhaltnisses 
(Na — K):Ca kann durch Zunahme des Natriums oder Kaliums oder 
Abnahme des Calciums erfolgen, auBerdem ist auch die Kombination 
beider Méglichkeiten denkbar. 


Eine Natriumkonzentrierung fiir sich allein ist fiir die Erklarung wohl 
nicht annehmbar. Das Steigern der Natriumkonzentration (mit 10 bis 15°.) 
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in der Tyrodelésung fiihrt zwar zu einer kleinen voriibergehenden Kontrakt 
des Darmes, es ist aber nicht streng beweisbar, daB die Wirkung hier wirklic! 
vom Natrium und nicht von den Chlorionen oder einfach vom Steigern des 
osmotischen Druckes herriihrt. Noch gréBer ist die Wahrscheinlichkeit 
des Mitspielens des osmotischen Druckes bei noch héheren NaCl-Gaben 
AuBerdem ist aber schon an und fiir sich nicht wahrscheinlich, daB dix 
Wirkung der Vagusreizung eben durch das am wenigsten wirksame Agens 
zustandekommen sollte. Gegen die Annahme einer alleinigen Natrium- 
konzentrierung spricht aber in gewissem Grade auch der folgende Versuch 

Halten wir den Darm in einer Lésung, welche nur den 34,-Teil der iiblichen 
[NaCl] enthalt, und das weggelassene NaCl mit einer isomotischen Carb. 
amidkonzentration oder Glykokoll ersetzt ist, so leidet hierdurch die Pilo 
carpinwirkung nicht, die Kontrakturen sind wie in normaler Lésung 
Steigert man aber den NaCl-Gehalt auf den iiblichen Wert, so erfolgt eing 
voriibergehende Erregung, welche jedoch durch das Auswaschen des 
Carbamids bzw. Glykokolls bedingt ist. 

Verabreichen wir nimlich dem Darm (in normaler Tyrodelésung 
ebensoviel dieser Stoffe wie in dem vorangehenden Versuch, so wirken six 
hemmend auf die Darmbewegungen, und beim Auswaschen erfolgt eine genau 
so starke Kontraktur. Die Steigerung des Na-Gehalts von 75°, bis auf den 
normalen Wert wirkt also nicht so stark auf den Darm, daB dies unter den 
beschriebenen Bedingungen sichtbar ware. 

Es sei noch hinzugefiigt, daB an vielen Darmpraparaten die Steigerung 
der [NaCl] (vom normalen Gehalt ausgehend) hemmt. 


Kénnte man die Parasympathicusreizung durch eine Calctum- 
abnahme, also eine hierdurch hervorgebrachte relative Kaliumzunahme 
erkliren? Diese Erklirung findet eine Stiitze in der Beobachtung, dai 
beim Herabsetzen der CaCl,-Konzentration der Tyrodelésung eine starke 
Kontraktur erzielt werden kann (19). Diese ist manchmal auch maximal! 
stark, jedoch voriibergehend (,,Potential‘*-Wirkung). Qualitativ wirkt 
also die Calctumabnahme wie die fragliche Pharmaca. Es ist aber nicht 
schwer, zu zeigen, daB auch eine soleche Erklirung unzulinglich ist: 


1. Einen Wink hierzu miissen wir schon darin erblicken, daB man 
durch geeignet starke Gaben der Pilocarpingifte auch anhaltende, 
maximal starke Kontrakturen hervorrufen kann, waihrend die Wirkung 
der Calciumabnahme nicht so anhaltend (,,manent*‘) ist. 

2. Ein weiterer Unterschied zwischen ‘ieser ,,Diminutionswirkung™ 
des Calciums [vgl. (19)], und Pilocarpinwirkung besteht darin, daB in 
Anwesenheit von 0,03 °, MgCl, in der Lésung, wenn erstere ausbleibt, 
die Pilocarpinwirkung trotzdem ungehindert zustande kommt (s. Abb. 4). 


3. Halt man den Darm in einer calciumarmen Lésung ('/, Teil 
des iiblichen 0,02°, igen CaCl,-Gehalts), so ist die Motilitat noch er- 
halten, die Bewegungsamplituden oft sogar gesteigert, nur die Frequenz 
ist vermindert. Die Pilocarpinwirkung ist darin nicht kleiner als in 
normaler Lésung. Vermindern wir aber das Calcium noch weiter 
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ndem wir calciumfreie Fliissigkeit reichen, so erhalten wir keine Dimi- 
nutionskontraktur oder nur eine schwache und sehr fliichtige Wirkung, 


die Automatie verschwindet aber ganz 





Abb. 4. Kaninchendiinndarm 
In einer Tyrodelésung mit 0,03 Mg Cl» ( Ty 3 Mg) wirkt die Senkung der Calciumkonzen- 
tration auf |, ( Ty 3Mg '/, Ca) nicht erregend, eher hemmend. Jedoch wirkt Pilocarpin 
auch bei diesem Mg-Gehalt erregend 


Noch auffalliger ist die Unwirksamkeit der Calciumabnahme, 
wenn auch die Kaliumkonzentration kleiner ist. Gibt man nach einer 
Tyrodelésung mit '/, K und !/, Ca eine Lésung mit ebensoviel K, jedoch 
ohne Ca, so erhailt man gar keine erregende Wirkung, sondern die Be- 
wegungen verschwinden augenblicklich und der Tonus zeigt auch eine 
Senkung. Bei '/,K und '/,Ca erhalt man aber noch ungestorte Pilo- 
carpinkontrakturen, nur beim laingeren Verweilen in solchen kalium- 
und caleciumarmen Lésungen wird die Pilocarpinwirkung schwacher 
Die Calciumabnahme ist daher auch keine allgemeingiiltige Erkldrung 


der Pilocar pinwirk ung (Abb. 5 und 6). 


Auch gleichzeitige Calctumabnahme und Natriumzunahme wirken 
nicht erregend unter solchen Umstanden Noch weniger wirkt 
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erregend eine Lésung ohne Ca mit mehr Na und mehr K, da zu d 
obigen Wirkung noch der lahmende EinfluB der Kaliumsteigerung sic} 


hinzugesellt (Abb. 7). 





Abb. 5. Kaninchendiinndarm 
Pilocarpin wirkt bei '/, Kalium und '/, Calcium etwas starker als in normaler Tyrodelésung. Eine 


weitere Senkung der Calciumkonzentration (Tyrodelésung mit '/, Kalium und ohne Calcium 
= Ty '/, K—Ca) wirkt nicht erregend. 


Diese Versuche zeigen daher, daB fiir die Erklarung nicht nur eine 
absolute, sondern auch eine relative Kaliumvermehrung ungeniigend ist 
Wenigstens kann man durch derartige Versuche keine Beweise einer 
solchen Auffassung erbringen. 

Kénnen die parasympathischen Gifte trotzdem durch Kalium 
wirken, jedoch im Gegenteil, durch eine Kaliumabnahme? Um eine 
relative Kaliumabnahme kann es sich wohl nicht handeln, weil dir 
Vermehrung von Calcium immer hemmend wirkt. Die Abnahme des 
absoluten Kaliumgehalts wirkt aber erregend (19) (16) und ergibt 
auch starke, manchmal maximale Kontrakturen. Diese Wirkung 
kann aber auch nicht als Erklarung gelten, da bei erhéhtem 
Kaliumgehalt (0,04 bis 0,06°, KCl) die Wirkung der Abnahme der 
Konzentration bis zum normalen Werte (Diminutionswirkung) aus 
bleibt oder eben hemmend ist, wihrend die Pilocarpinkontraktw 
auch bei Kaliumiiberschu8 in nicht verminderter Starke zum Vor- 


schein kommt. 
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Ss! 
Abb. 6. Kaninchendiinndarm. 
In Abwesenheit von Kalium wirkt die Senkung der Calciumkonzentration von '|, auf 0 stark 
tonussenkend, wahrend Pilocarpin stark erregt 
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ng Rei '/, K und !', Ca wirkt Pilocarpin erregend; eine Senkung des Calciumgehalts verbunden mit 
einer gleichzeitigen Steigerung des Kalium- und Natriumgehalts (= Ty 1 KOCa) wirkt hemmend. 
m (Steigerung des Na-Gehbalts iiber den normalen Wert mit 15 ) Pilocarpin wirkt also entgegen- 
el! gesetzt als cine starke Vermehrung des Quotienten (K + Na): Ca. 
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SchluBbetrachtung. 
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r- Im vorangehenden haben wir zu zeigen versucht, daB es der 


Zondekschen Lehre, daB Parasympathicus und parasympathische Gifte 
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iiber Kalium wirken, an sicheren Beweisen mangelt. Unsere Versuche 
zeigen, daB Kalium in der Umgebungsfliissigkeit fiir die parasympathischen 
Gifte nicht nétig ist, und auBerdem, daB dort so eine absolute wi 
relative Anderung des Kaliumgehalts nicht mit diesen Stoffen paralle! 
wirkt. Hieraus diirfen wir schlieBen, daB bei der parasympathischen 
Reizung das Kalium nicht von der Lésung (bzw. Blut) zur Stelle der 
Wirkung beférdert wird. 

Hiermit ist die lonentheorie der vegetativen Innervation im allgemeine: 
trotzdem nicht abgelehnt. Man kénnte denken, wie es auf S. 81 bereits 
erwahnt wurde, daB die Gifte das Ion von einem Depot zur Stelle der Wirkung 
beférdern, etwa durch Steigern der Permeabilitat einer trennenden Membran 
Die Bedeutung dieser Erklarungsméglichkeit kénnte man zweierleiweis: 
auffassen. Es wire erstens méglich, da® fiir die Wirkung gleichgiiltrg ist, 
von wo das mobilisierte Kaliun herangefiihrt wird, und das vom inneren 
Depot freigemachte Kalium ebenso wirkt wie das von auBben zugefiihrt: 
Es kann aber auch eine zweite Auffassung dieses Mechanismus nicht aus 
geschlossen werden. Die im Innern der Zelle freigewordenen Ionen kénnten 
namlich einen ganz anderen, vielleicht eben entgegengesetzten Einflul 
haben wie die von auBen zugefiihrten. Und wiirde dann die parasympathi- 
sche Wirkung durch den inneren Zuwachs an freien Kaliumionen erfolgen, 
so ware eine Ahnlichkeit mit der auBerlich ausgelésten Kaliumwirkung 
gar nicht zu erwarten. 

Die Moglichkeit einer solchen Theorie méchten wir vorderhand nicht 
diskutieren. Einen Teil des bisherigen Versuchsmaterials kénnte man zun 
Beweis einer solchen Auffassung anfiihren, andere Beobachtungen wiirden 
aber dagegen sprechen. Diese Erklirung ware aber mit der Zondekschen 
Theorie nicht identisch. Letztere fuBt ja eben auf dem Parallelismus det 
Nerven-, Gift- und lonenwirkung. Wiirden die Nerven und Gifte mit Hilfe 
der Ionen wirken, jedoch derartig, daS der Mechanismus eine Uberein- 
stimmung mit der Wirkung von auBen zugefiihrten Ionen ausschlieBt, s 
miiBte man dies wohl einer anderen Theorie zuschreiben. Eine Theori 
kann man ja nicht derartig umgestalten, daB sie auch die Unrichtigkeit 
der Beobachtungen miterklaren soll, fiir deren Deutung sie eben aufgestel!t 
worden war. 


Aus unseren Versuchen wollen wir nur den SchluB ziehen, daB dix 
Beweise der vorliegenden lonentheorie der parasympathischen Reizung 
noch ungeniigend sind. 


Zusammenfassung. 

Die Auffassung Zondeks, daB die parasympathisch erregenden 
Gifte durch eine lokale Kaliumanreicherung wirken, wird durch Ver 
suche am iiberlebenden Kaninchendarm unwahrscheinlich gemacht 

1. Eine spezifische Beeinflussung der pharmakologischen Vagus 
reizung durch den Kaliumgehalt der Nahrlésung ist nicht nachzuweisen 


2. Die bisherigen Angaben tiber Verschiebungen im lonengehalt 
der Spiillésung bei Reizung der vegetativen Nerven bilden keine vertrau 
baren Anhaltspunkte fiir die Theorie. 
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3. Die Wirkungsrichtung von Kalium und Parasympathicus ist 
nicht immer dieselbe. 

In kaliumarmer Lésung wirken Pilocarpin, Cholin, Acetylcholin 
unverandert stark, wahrend eine Steigerung der Kaliumkonzentration 
entgegengesetzt (hemmend) wirkt. Mehrere Griinde sprechen auch 
dafiir, daB eine relative Kaliumzunahme [VergréBerung des (K + Na) :Ca- 
Verhaltnisses] die Parasympathicuserregung nicht vermitteln kann. 
Auch eine Abnahme des Kaliumgehalts ist fiir die Erklarung ungeeignet. 
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Uber das Tryptoporphyrin. 


Von 


Sigmund Friinkel und Hermann Prinz. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spieglerstiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Chemie des Blutfarbstoffes hat in den letzten Jahren sehr be- 
merkenswerte Fortschritte gemacht. Die Arbeiten von W. Kiister, R. Will- 
stidtter und H. Fischer haben eine, allerdings noch nicht restlose Klarheit 
iiber die Konstitution der farbenden Komponentec des Himoglobins gebracht. 
Es ist noch eine Anzahl von Divergenzen in den Anschauungen vorhanden, 
die sich auf die Verkniipfung der Pyrrolringe und die Stellung des Eisens 
in dem System beziehen. Festgestellt ist aber jedenfalls die Anwesenheit 
von vier Pyrrolringsystemen, durch welche die vier Stickstoffe des Haimatins 
sow.e 16 Kohlenstoffe von den 34 vorhandenen erklart werden. Die restlichen 
18 Kohlenstoffe sind teils Briickenkohlenstoffe zwischen den Pyrrolringen, 
teils Seitenketten, welche vor allem durch die W. Kiisterschen Arbeiten, 
insbesondere die oxydativen Versuche und die Uberfiihrung in die Hamatin- 
séuren Aufkléirung gefunden haben. 

Die Spaltung des Haimoglobins in den farbenden und den EiweiBantei! 
kann auf verschiedene Weise erfolgen. Wenn man unter Abschlu8 von 
Sauerstoff arbeitet, so erhalt man dabei Himochromogen, arbeitet man aber 
in Gegenwart von Luft, so erhélt man Himatin. Man kann durch Eisessig 
und Natriumchlorid bei Erhitzen die bekannten ,,7eichmannschen Kri- 
stalle“‘ erhalten, die man als Haminkristalle bezeichnet und die an Stelle 
der im Hamatin enthaltenen Gruppe FeOH die Gruppe FeCl enthalten. 


Die Abspaltungsverfahren der prosthetischen Gruppe beruhen im 
wesentlichen auf dem gleichen Prinzip; entweder zerlegt man Hamoglobin 
mit schwefelsiurehaltigem Alkohol, wobei das Sulfat der farbenden Kom- 
ponente in Lésung geht und das Globin ungelést bleibt, oder man verwendet 
Eisessig, wobei der Globinanteil in Lésung geht und der Farbstoff zuriick- 
bleibt. 


Verdaut man Blut mit Pepsin und Salzséure, so erhailt man ein Produkt, 
das sich durch Aufschwemmen in Aceton und Zusatz von Salzséure zum 
groBen Teil in Hamin iiberfiihren ]48t; es ist also anscheinend das durch 
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Verdauung gewonnene Hamatin die Base, die durch Zusatz von Salzséure 
in Chlor-Hamatin iibergeht. 


Das im Hamatin enthaltene Eisen kann man mit bromwasserstoff- 
gesittigtem Eisessig abspalten und gelangt so zum Hamatoporphyrin, dem 
eisenfreien Farbstoff, wobei aber zwei Molekiile Wasser an die doppelte 
Bindung angelagert werden. Dieses Hamatoporphyrin ist eine zweiséurige 
Base und bildet Ester und Ather. 

Uber die Einwirkung von Verdauungsfermenten auf Hamoglobin 
finden sich in der Literatur nur wenige Angaben. 


Wahrend Kiihne behauptete, da8 das Pankreasferment Hamoglobin 
angreife, kam F. Hoppe-Seyler' zu der gegenteiligen Anschauung und 
glaubte, daB Hamoglobin vom Pankreasferment tiberhaupt nicht angegriffen 
werde, was wohl ein Irrtum ist. Halliburton? fand, da8 das Séurehimatin, 
welches im Magen bei der Verdauung gebildet wird, nicht diffusibel ist. 
Behandelt man es nachher mit Pankreassaft, so bildet sich ein von ihm 
nicht weiter untersuchtes Alkalihimatin, welches bei Gegenwart von Soda 
diffusibel ist. 

Schon die Einwirkung von Pepsinsalzséure auf Himoglobin hat eine 
Abspaltung von Eisen zur Folge; diese Tatsache ist aber der verdiinnten 
Salzsiure zuzuschreiben und die Abspaltung geht iiber ein gewisses Ma 
nicht hinaus. In 24 Stunden werden 5 bis 6% des vorhandenen Eisens 
abgespalten, und diese Menge andert sich auch bei langerer Verdauung nicht 
wesentlich. Der Zusatz von Pepsin und Pankreaspriparaten soll an diesen 
Werten nichts andern, und das abgespaltene Eisen soll auch nicht aus dem 
eigentlichen Biutfarbstoff stammen. Barkan* meinte, daS eine Eisen- 
abspaltung aus dem Blutfarbstoff selbst durch Verdauungssifte bei der 
Magen- und Darmverdauung offenbar nicht stattfinde. 


Zu anderen Resultaten kam aber Wol/g. Lintzel*. Er fand, daB bei 
l4tagiger Pepsin-Salzsiiureverdauung des Blutes 10°% des darin enthaltenen 
Eisens abgespaltern. werden. Dieser Vorgang sei jedoch unabhangig von der 
Wirksamkeit der Fermente, da auch gekochte Fermente das gleiche Ver- 
halten zeigen und aus kristallisiertem Hamoglobin mit 0,4°%iger Salzsaiure 
oder mit einem Phosphatpuffer von der Reaktion des Darmsaftes 7 bis 8%, 
des vorhandenen Eisens abgespalten werden. 


Als wir die im hiesigen Institut ausgearbeitete Methode der pro- 
longierten Trypsinverdauung auf den Blutfarbstoff ausdehnten, um das 
basenreiche Globin als Ausgangsmaterial zu benutzen, beobachteten wir, 
da8 die alkalische, klar filtrierte Verdauungsflissigkeit sehr stark rot ge- 
farbt war. Versetzte man diese alkalische Fliissigkeit mit verdiinnter 
Essigsaure, so fiel in Flocken ein roter Kérper aus, welcher, in schwachem 
Ammoniak gelést, im Gegensatz zu den bisher bekannten Hamatin- und 
Hamatoporphyrinpriparaten keine Absor ptionsstreifen im Spektrum zeigte. 
Aus dieser Substanz kann man im Gegensatz zum Blutfarbstoff mit 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 121. 

2 Brit. Med. Journ. 1, 824, 1904. 

3 Georg Barkan, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 124, 1925. 
* Wolfgang Lintzel, Zeitschr. f. Biol. 88, 289, 1925. 
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Eisessig und Natriumchlorid keine Teichmannschen Kristalle erhalten 
ebensowenig konnten wir mit Pyridin und Schwefelammonium zu den 
sogenannten Haimochromogenkristallen gelangen. Diese Tatsachen 
waren sehr auffallig. Noch auffialliger war der Befund, daB der Eisen- 
gehalt unseres Praparats ein sehr geringer und in keiner rechenbaren 
Relation zu seinem Stickstoffgehalt war. Wir beobachteten weite: 
daB die so gewonnene Substanz sich durch Lésen in _ verdiinntem 
Ammoniak und Fillen mit Essigsiure leicht weiter reinigen lieB, daf 
sie aber nach dem Trocknen zur Konstanz bei Temperaturen iiber 100) 
sich in verdiinnten Alkalien nicht mehr léste, so daB eine Abspaltung 
von Wasser aus dem Molekiil beim Trocknen angenommen werden mui 


Die Reindarstellung der Substanz gab nun Klarheit dariiber 
daB das Molekiil des Haimatins noch in anderer Beziehung fermentativ 
angegriffen worden war als im Sinne der Abspaltung von Eisen, wie beim 
Ubergang vom Himatin zum Hamatoporphyrin, nimlich im Sinne 
der Abspaltung von Seitenketten bei Erhaltung der vier Pyrro!l 
ringsysteme. 


Versuchsteil. 


Wir sind bei zahlreichen Versuchen wesentlich in folgender Weiss 
vorgegangen : 

600 g kristallisiertes Oxyhimoglobin aus Pferdeblut wurden in 10 Liter 
einer 5°/,,igen Sodalésung durch 3 Monate im Thermostaten bei Gegenwart 
von viel Chloroform und Toluol mit Trypsin verdaut. Die Verdauungs- 
lésung wurde abfiltriert, im Scheidetrichter vom Chloroform und Toluol 
getrennt und die erhaltene klare, rubinrot gefarbte Lésung mit Essigséure 
angesdiuert, wobei sich alsbald ein flockiger Niederschlag abschied. Ver- 
wendet man statt Essigsiure Weinsaure, so erhalt man wohl eine Triibung, 
aber keine so gute Abscheidung wie bei Verwendung von Essigséure, und 
erst auf Zusatz von Alkokol erfolgt die Fallung des Farbstoffs. 

Der mit Essigséiure erzeugte Niederschlag wurde absitzen gelassen und 
von der iiberstehenden schwach gefirbten Fliissigkeit durch Dekantieren 
getrennt. In der Fliissigkeit lieB sich durch Versetzen mit Ferrocyankalium 
ionisiertes Eisen als Berlinerblau nachweisen. 


Die Fallung wurde auf der Zentrifuge mit essigsaurem Wasser mehrfach 
gewaschen, hierauf in schwach ammoniakalischem Wasser gelést, filtriert 
und mit Essigsiure wieder gefallt. Nach fiinfmaligem Lésen und Fallen 
wurde die Substanz beim sechsten Mal fraktioniert gefallt; bei der Analyse 
zeigte es sich, daB die erste Fraktion 1,40°%, die zweite dagegen 6,87 ‘ 
Asche enthielt. Die aschearme Fraktion wurde nun noch viermal umgefallt 
und in der ersten Fraktion der zehnten Fallung der Aschengehalt mit 
1,12% festgestellt. 


Die so gewonnene Substanz wurde im Vakuum getrocknet und auf 
ihr Verhalten gegen organiscbe Lésungsmittel gepriift; sie war unldéslich in: 
Athyl-, Methyl- und Isobutylalkohol, Aceton, Ather, Benzol, Toluol, Xylol, 
Petrolither, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Dimethylanilin. Es sin«! 
also die meisten organischen Solvenzien, soweit sie neutral sind, keine 
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Lésungsmittel fiir die Substanz, wahrend sie in basischen Reagenzien, wie 
Ammoniak, Pyridin und Anilin, schneller oder langsamer in Lésung geht. 

Es ist sehr auffallig, daB es so schwierig ist, diese Substanz aschefrei 
zu erhalten, und die Vermutung liegt nahe, daB die Asche ein wesentlicher 
Bestandteil der Substanz oder einer Verunreinigung der Hauptmenge 
eisenfreier Substanz ist. Wir untersuchten die Asche quantitativ und fanden, 
daB sie zur Ganze aus Fe,O, besteht; die Menge von 1,12°%, Fe,O, ent- 
spricht 0,78°, Fe, steht also in gar keinem Verhaltnis zu dem Eisengehalt 
des Hamatins, der mehr als zehnmal so groB ist. 

Da die kleine Menge des eisenhaltigen Kérpers, welche den eisenfreien 
Farbstoff verunreinigte, durch die umsténdliche Methode des Lésens und 
fraktionierten Fallens nicht zur Ganze entfernt werden konnte, wollten 
wir die saure Eigenschaft der Verbindung benutzen, um durch die Ver- 
esterung zu einem reineren Koérper zu gelangen. 


Veresterung. 


Die vakuumtrockene Substanz wurde in absolutem Alkohol verteilt 
und durch die mit einer Kaltemischung gekiihlte Suspension mehrere 
Stunden trockenes Salzséiuregas geleitet. Es_ resultierte eine dunkel- 
rotbraune Lésung, die auf ein Gemisch von Soda und Eisstiicken gegossen 
wurde, wobei sich ein rot gefarbter Niederschlag abschied. Dieser wurde 
bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion mit Wasser gewaschen, 
im Vakuum getrocknet und mit absolutem Alkohol am Riickflufkiihler 
ausgekocht. Bei diesem Verfahren erhielten wir nur eine geringe Ausbeute, 
was wohl mit der Wasserabspaltung beim Trocknen, die wir schon friiher 
erwahnt haben. zusammenhangen diirfte. Daher wurde bei einem zweiten 
Versuch das Ausgangsmaterial nach der Fallung mit Essigsiure und dem 
Waschen mit Wasser nicht im Vakuumexsikkator getrocknet, sondern durch 
wiederholtes Waschen mit absolutem Alkohol auf der Zentrifuge das Wasser 
verdrangt. Hierauf wurde die Substanz in absolutem Alkohol suspendiert 
and in beschriebener Weise in einer Kaltemischung mit Salzsdiure gesittigt, 
bis alles in Lésung gegangen war. Die Salzsiure wurde aus der Lésung 
in der Weise entfernt, daB man das Reaktionsgemisch mit der dreifachen 
Menge absoluten Alkohols versetzte, im Vakuum sehr stark konzentrierte, 
wieder mit absolutem Alkohol verdiinnte und neuerlich einengte. Dieses 
Verfahren wurde so lange wiederholt, bis die iiberschiissige Salzsiiure der 
Hauptsache nach vertrieben war. 

Aus dem sirupésen Riickstand kristallisierte nichts; er wurde mit 
absolutem Alkohol aufgenommen, wobei die gesamte Substanz in Lésung 
ging, aber auch aus dieser Lésung konnte auf keine Weise eine Kristalli- 
sation erhalten werden. Daher wurde die Lésung im Vakuum stark ein- 
geengt, der Rest des Alkohols und der Salzséure im evakuierten Exsikkator 
iiber Kalk, Paraffin und Schwefelséure verdunstet und die Substanz bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Die so erhaltene Verbindung ist nun im 
Gegensatz zur Ausgangssubstanz in verdiinntem Ammoniak unldslich, 
lést sich aber beim Kochen in wiasseriger Kalilauge. Wahrend der Ausgangs- 
kérper sich in Alkohol nicht lést, ist der Ester in Alkohol léslich und laBt 
sich mit Aceton aus der Lésung wieder fallen. Ein anderes organisches 
Lésungsmittel fiir den Ester konnten wir nicht finden. Man scheidet also 
den Ester am besten in der Weise ab, daB man die konzentrierte alkoholische 
Lésung mit Aceton in groBem Uberschu8 versetzt. 
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Esterchlorhydrat des Tryptoporphyrins. 
Analysen: 


4,930 mg Substanz: 8,880 mg CO,, 1,575 mg H,O. 


3,830 ,, os 6,905 ,, CO, 1,284 ,, H,O. 
3,270 ,, es 0,312 cem N, (15°, 742 mm). 
2,435 ,, - 0,230 , N, (14°, 742 ,, ). 
4,440 ,, - 0,817 ,, n/100 AgNO,,. 
9,435 ,, - 1,828 ,, n/100 AgNO,,. 
11,625 ,, - 0,125 mg Asche. 
C,,HyO,N,Cl. Ber.: C 49,75 H 3,75 N 11,05 Cl 7,01 ‘ 


Gef.: C 49,14 H 3,58 N 10,85 Cl 6,52 
C 49,18 H 3,75 N 10,79 Cl 6,86 


Gef. (auf aschefreie Substanz berechnet): 


C 49,63 H 3,62 N 10,96 Cl 6,60 : 
C 49,67 H 3,79 N 10,90 Cl 6,93 
Asche 1,07, das ist Fe 0,75. ( 


Wir hatten zu diesem Versuch ein Ausgangsmaterial verwendet, das 
nur 17 Tage lang verdaut worden war. Da auch der Ester noch einen Aschen- 
gehalt zeigte, war es denkbar, da8 unser Ausgangsmaterial durch klein 
Mengen von ungespaltenem Hamatin verunreinigt war, dessen Eisengehalt 
bei unseren Kérpern als Asche zum Vorschein kam. Wir gingen daher 
daran, das urspriingliche Verdauungsprodukt mdéglichst rein darzustellen 


Von einer Verdauungslésung, die mit reinem Hamoglobin angesetzt 
worden war und mehr als 3 Monate im Thermostaten gestanden hatte, 
wurde ein Teil abfiltriert, mit Essigsiure angesiuert, der ausgeschiedene 
Niederschlag abgeschleudert und in Pyridin aufgelést. Er léste sich darin 
langsamer als in Ammoniak, ging aber schlieBlich vollstandig in Lésung 


und konnte daraus mit Essigséure wieder gefaillt werden. In einer kleine: 
Probe versuchten wir die ammoniakalische Lésung mit Weinsaure zu fallen, ' 


+ 


um das Eisen méglichst in Lésung zu halten; es zeigte sich jedoch, da8 mit 
Weinsaure auch nach langem Stehen eine Fallung nicht eintrat. 

Der mehrfach geléste und wieder gefallte Kérper wurde schlieSlich 
auf der Zentrifuge griindlich mit Wasser gewaschen und im Vakuum iibe 
Schwefelsiure und Kalk getrocknet. 

Der so erhaltene Kérper ist eine schwarze kriimelige Substanz von 
bedeutender Harte, die bis 300° nicht schmilzt. Beim Erhitzen zeigt er 
bis zum Verbrennen keine Verianderung. =r wurde in der Achatschak 
feinst zerrieben, im Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und analysiert. 


4,890 mg Substanz: 9,070 mg CO,, 1,260mg H,O. 


2,305 ,, a 4,295 ,, CO,, 0,620 ,, H,O. 
4,235 ,, ah 0,464 cem N, (16°, 738 mm). 
1,700 ,, % 0,189 ,, N, (19°, 744 ,, ). 
51,440 ,, - 0,590 mg Asche. 


12,085 ,, »» 0,140 
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CyeH,,0,N,. Ber.: C 51,58 H 3,17 N 12,67 
Gef.: C 50,84 H 3,02 N 12,34 
C 50,62 H 2,89 N 12,44 
Gef. (auf aschefreie Substanz berechnet): 
C 51,35 H 3,05 N 12,46 
C 51,13 H 2,92 N 12,56 
Asche: 1,147, das ist Fe 0,803 
1,158, ,, . Fe 0,810 


Tryptoporph yrinanhydrid. 


Der im Vakuum zur Konstanz getrocknete Kérper wurde im Trocken- 
schrank bei 120° 36 Stunden getrocknet. 

24.670 mg Substanz. 2,990 mg Gewichtsverlust (Wasser); das ent- 
spricht 12,12°%, oder 3 Mol. H,O auf 1 Mol Substanz. 

Der auf diese Weise entstandene, um 3 Mol. H,O airmere Kérper ist 
in Ammoniak und Pyridin nicht mehr léslich; es tritt also beim Erhitzen 
eine Wasserabspaltung ein, bei der die Carboxylgruppe anscheinend ver- 
schwindet. Die aus der Analyse ermittelte Zusammensetzung stinimt mit 
der eines Kérpers von der Formel C,,H,N,O, tiberein 


das 2,600 mg Substanz: 5,580 mg CO,, 0,480 mg H,O 
1en- 2,040 ,, - 0,259 cem N, (15°, 738 mm). 
sine 38,800 = 0,510 mg Riickstand (Fe,O,). 
halt C,H,O,N, Gef.: C 58,55 H 2,06 N 14,36 
her. : 
Ber.: C 58,76 H 2,06 N 14,43 
Gef. (auf aschefreie Substanz berechnet): 

tat ‘ . 
os C 59,31 H209 WN 14,54 
en 
urin MolekulargréBe des Tryptoporphyrins. 
- Um die MolekulargréBe unseres Kérpers festzustellen, bestimmten 
ae wir seine Aciditaét, indem wir ihn in einer gemessenen Menge n/10 NaOH 
jen auflésten und mit n/10 Saure zuriicktitrierten (Indikator: Phenolphthalein). 
-_ 140,3 mg Substanz: 3ccm n/10 NaOH, 
7 CyH,,N,O0,. Ber.: 10,18 COOH 
ber Gef.: 9,62 COOH 

Das nach dieser Titration auf eine Carboxylgruppe entfallende Molekular- 
yon gewicht betragt 468, gegeniiber einem durch Rechnung ermittelten Molekular- 
er gewicht von 442. 
oe Tryptoporphyrin- Ath ylester. 
net 


Von dieser Saure stellten wir nun den Athylester in anderer Weise dar; 
zu diesem Zwecke schwemmten wir feinst gepulverte Substanz in absolutem 
Alkohol auf, versetzten mit etwas konzentrierter Schwefelséiure und lieBen 
das Gemisch 24 Stunden stehen. Nach dieser Zeit hatte sich die Substanz 
zur Ganze aufgelést; wir filtrierten die dunkelbraune, beinahe schwarze 
Fliissigkeit durch Asbest und gossen sodann in die zehnfache Menge Wasser ; 
auf Zusatz von etwas Ammoniak fiel aus der Lésung ein dunkel-rotbrauner, 
flockiger Niederschlag, der auf der Zentrifuge abgeschleudert, mit Wasser 
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bis zum Verschwinden der Nesslerschen Reaktion gewaschen, im evakuierten 
Exsikkator iiber Schwefelsiure getrocknet und dann analysiert wurile. 

Die vorgenommene Athoxylbestimmung ergab, in Ubereinstimmung 
mit der bereits ausgefiihrten Aciditaétsbestimmung, das Vorhandensein 
einer Athoxylgruppe in 1 Molekiil unseres Kérpers (1C,H,O auf 4 N), 


2,940 mg Substanz: 5,655 mg CO,, 0,945 mg H,O. 


4,785 ,, 6 9,235 ,, CQ, 1,590 ,, H,O. 
2,475 ., * 0,258 cem N, (17°, 738 mm). 
4,705 ,, ‘i 0,484 ,, N, (14°, 736 ,, ). 
25,715 ,, a 0,265 mg Asche. 

4,215 ,, ‘ 1,828 ,, AgJ. 

133 .. ie 1,377 . Agd. 


C,,H,,;0,N,.OC,H,;. Ber.: C 53,61 H3,83 N 11,91 C,H,;O 8,12 
Gef.: C 52,46 H3,60 N11,68 C,H,O 8,32 
C 52,65 H3,72 N 11,66 C,H,O 8,45 
Gef. (auf aschefreie Substanz berechnet): 
C 52,98 H3,63 N 11,79 C,H,O 8,40 
C 53,17 H3,75 N 11,77 C,H,O 8,53 
Asche 1,03, das ist Fe 0,72. 


SchlieBlich versuchten wir noch, unseren Kérper mit Hydrazinhydrat 
zu reduzieren. Wir versetzten die ammoniakalische Lésung mit einem 
Uberschu8 an Hydrazinhydrat und lieBen das Gemisch unter hiufigem 
leichten Erwirmen 24 Stunden stehen. Hierauf verdiinnten wir das Gemisch 
mit Wasser und saéuerten mit Essigséure an, wobei ein flockiger, rotbrauner 
Niederschlag ausfiel, der sich in starkem Eisessig aufléste. Die Analyse 
des gewaschenen und getrockneten Kérpers ergab jedoch, daB er mit dem 
Ausgangskérper identisch war. 

3,495 mg Substanz: 6,605 mg CO,, 0.925 mg H,O. 
2,900 ,, és 0,322 cem N, (15°, 744 mm). 
3,995 ,, - 0,444 ,, N, (17°, 744 ,, ). 
C,,H,,0,N,. Ber.: C 51,58 H 3,17 N 12,67 
Gef. (auf aschefreie Substanz berechnet): 
C 51,56 H 2,96 N 12,56 
N 12,66 


Absorptionsspektrum. 


Die ammoniakalische Lésung unseres Kérpers wurde spektrophoto- 
yraphisch untersucht; als Lichtquelle wurde einmal ein Eisenfunken, das 
andere Mal Auerlicht verwendet. 

Abb. 1 zeigt in der ersten Reihe das Spektrum des Eisenfunkens bei 
einer Belichtungszeit von 30 Sekunden, in der zweiten das Spektrum der 
Lésung in einer Konzentration, bei der bei einer Belichtungszeit von 3 Mi- 
nuten die roten Strahlen die Lésung gerade noch passieren konnten und 
in den folgenden vier Reihen die Absorptionsspektra der auf ™%, 144, *"/s 
und */,, der urspriinglichen Konzentration verdiinnten Lésung. 

Die Abb. 2 zeigt in den ersten fiinf Reihen die Absorptionsspektra der 
Lésung in den gleichen Verdiinnungen und mit der gleichen Belichtungszeit 
wie bei Abb. 1, jedoch bei Verwendung von Auerlicht als Lichtquelle; 
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in der letzten Reihe ist wieder das Spektrum eines Eisenfunkens, dies 
jedoch bei einer Belichtungszeit von 60 Sekunden, zum Vergleich 
photographiert. 

Aus diesen beiden Abbildungen geht hervor, dai Ahsorptionsli 
wie sie die Spektra des Hdmatins, des Hdmatoporphyrins und der ih 
Derivate des Bluttarbstofies aufweisen, im Spekt) um unseres Korpers 
aujtreten. Die in der linken (roten) Halfte des Spektruims bei stark: 
Verdiinnung auftretenden Verdunkelungen sind, ebenso wie das Verbla 
des Spektralbil les nach der rechten (violetten) Seite hin, darauf zur 
zutithren, daB die diesem Spektralgebiet entsprechenden Strahlen von 
Licht quelle nicht ausgesendet werden. 


He ptacet yl Ti yptoporph yrin. 


Von den in unserer Formel enthaltenen neun Sauerstoffatomen 
scheinen zwei durch die Carboxylgruppe, deren Vorhandensein durch 
Titration und die Veresterung bestimmt wurde, aufgeklart. Die Funkt 
der restlichen sieben Sauerstoffe suchten wir in der Weise festzustellen, 
wir ein Acetylderivat unseres K6érpers darstellten. 

Wir versetzten etwa 0,2 ¢ unserer Substanz mit einem groBen Ube: 
schuB an Essigsiitureanhydrid und erhitzten das Gemisch lingere Zeit 
RiickfluBkiihler; dabei ging ein Teil der Substanz in Lésung. Nach de 
Auskiihlen wurde die Lésung von dem ungelésten Riickstand durch Zent: 
fugieren getrennt und mit einem Uberschu8 an absolutem Alkohol versetzt 
Diese Lésung wurde im Vakuum emgeengt, da sie jedoch keine Neigu v 
zeigte, zu kristallisieren, neuerlich mit absolutem Alkohol aufgenommen, 
am Wasserbad eingedampft und schlieBlich im evakuierten Exsikkator 
bis auf einen geringen Rest verdunstet. Als wir dann mit absolutem Alkoh 
aufnahmen, ging ein groBer Teil der Substanz nicht mehr in Lésung; dieser 
wurde abfiltriert, mit absolutem Alkohol gewaschen und analysiert. Di 
Substanz schmilzt nicht und zeigt beim Erhitzen keine sichtbare Ver 
anderung. 

Das Filtrat, welches noch gefarbt war, ergab, mit einem Uberschub al 
Ather versetzt, noch eine sehr geringe Menge eines braunroten Niederschlags, 
der ebenfal!s gewaschen, getrocknet und analysiert wurde; es konnte: 
jedoch mit der vorhandenen Substanzmenge nur zwei Analysen gemaclit 
werden, die aber weder iibereinstimmende noch rechenbare Werte ergabe: 


Analysen des Acetylderivats. 


3,410 mg Substanz: 6,692 mg CO,, 1,207 mg H,O. 


3,875 ,, re 7,616 ,. CO, 144. H,O. 
3,640 ,, = 0,245 cem N, (21°, 752 mm). 
cs. ie 0,259 ., N, (S5%, Fee «a bi 
45,085 ., _ 0,145 mg Asche. 
Cj,H.,0,;,N,. Ber.: C 53,80 H 3,80 N 7.61 
Gef.: C 53,54 H 3,96 N 7,55 
C 53,62 H 4,17 N 7,63 


verechnet ): 


Gef. (auf aschefreie Substanz 
C 53,71 H 3,97 
( 53,79 H 4,18 


Asche 0,32, das ist Fe 0,22. 


ZAZA 
a3 of 
‘a3 
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Die Analy ™t des ungelodst gebliebenen Korpers ergalb folgende We rte 


3.845 mg Substanz: 7,208 mg CO,, 1,334 mg H,O 
4.352 .. “ 8,187 ,, CO, 1,462 ,, H,O 
3.582 .,. . 0,387 com N, (22°, 752 mm 
3,764 ,, if 0.410 ,, N, (22% 752 
59.770 .. ~ 0.585 me Asche. 
’ C,,H,,0,N,. Ber.: C 51,58 H 3,17 N 12,67 
il Gef.: C 51,14 H 4,25 N 12,38 
C 61,32 H 3,43 N 12,47 
Gef. (auf aschefreie Substanz berechnet 
C 51,65 H 4,29 N 12.50 
(' 51.83 H 3,46 N 12,59 


Asche 0.98, das ist 0,69 Fe. 


Dieser Korper st also identisch mit dem Ausgangsmaterial. 


T 
Aus diesen Untersuchungen ist zu ersehen, daB bei der prolongierten 
by Trypsinverdauung von Oxyhamoglobin nicht nur eine Spaltung in die 
. firbende und die EiweiBkomponente ecintritt, sondern daB auch die 
ler firbende Komponente nach mehreren Richtungen wesentliche Ver 
ity inderungen erleidet 
ns Vor allem ist es sehr auffallig, daB die Absorptionserscheinungen im 
1 Spektrum vollstandig verschwinden, und daB in der Verdauungslésung 
itor ionisiertes Eisen nachweisbar ist; dab der nun durch Essigsaure fallbare 
rh rote Farbstoff so eisenarm ist, daB man annehmen mu, daB er det 
rey Hauptsache nach aus einem eisenfreien Farbstoff besteht, welcher eine 
wes kleine Menge des gleichen, aber noch eisenhaltigen Farbstoffes enthilt 
Dies beweisen das spektroskopische Verhalten sowie die Analysen 
al Wahrend man auf kiinstlichem Wege und auch unter pathologi 
BS, schen Umstinden im Organismus aus dem Hamatin zum eisenfreien 
“ Hamatoporphyrin gelangt, zeigen unsere Versuche, dab unter det 


Kinwirkung des tryptischen Ferments noch ganz andere Verainderungen 
vor sich gehen und ein Abbau von Seitenketten des Himatoporphyrin 
molekiils stattfindet. Der Vorgang, der im Kérper zur Umwandlung 
des Blutfarbstoffs in die CGallenfarbstoffe fiihrt, muB ‘wesentlich ver 
schieden sein von dem Abbau des Hamatins zum Tryptoporphyrin 
da bei jenem gelbe, bei diesem ein roter Farbstoff entstehen. Die Re 
lation zwischen C und N in den Blut- und Gallenfarbstoffen ist im 
wesentlichen dieselbe, wihrend unsere Analysen zeigen, daB die Relation 
zwischen C und N geindert ist, denn statt der 34 C und 4 N des Himato 
porphyrins finden wir auf 4 N nur 19 C. Hingegen finden wir statt 4 0 
der Hamatinformel bzw. 6 0 der Hamatoporphyrinformel in unserer 
Verbindung 9 O 


In der Himinformel nimmt man zwei Carboxylgruppen an, welche 


den Sauerstoffgehalt vollstandig erklaren; in der Hamatoporphyrin 











100 S. Frankel u. H. Prinz: Uber das Tryptoporphyrin 


formel nimmt man zwei Carboxyl- und zwei Hydroxylgruppen 
Unsere Verbindung enthalt nur | COOH und 7 OH. Da ja die Pyn 
ringsysteme nicht angegriffen erscheinen, verteilen sich unsere 19 Koh| 
stoffe auf 16 Pyrrol-C, 2 Briicken-C und die Carboxylgruppe, wahr 
die anderen Seitenketten anscheinend oxydativ abgebaut wurden 
an ihre Stelle O H-Gruppen getreten sind 

Die Trennung des eisenfreien von dem noch eisenhaltigen Farbst 


haben wir auf verschiedene Weise versucht: das beste Resultat gab di 


Acetylierung, bei welchem Vorgang man ein Praparat mit nur 2°/,, Fi 
erhalt Nimmt man nun an, daB das Heptacetyl-Tryptoporphyri: 


(5, H,O,,N, mit einem Korper von der Formel Cy, H,,0,¢N,Fe ver 


unreinigt ist, so entspricht einem gefundenen Eisengehalt von 2' 
eine Verunreinigung der eisenfreien Substanz mit 2.5 °,, der eisenhaltige 

DaB die eisenhaltige Verbindung nicht etwa unverindertes Hamati: 
ist, wird durch das vollstaindige Fehlen des fiir das Himatin charakterist 


schen Absorptionsspektrums sowie die Unmdglichkeit, auch nur di: 


geringste Spur T'eichmannsche Kristalle zu erhalten, bewiesen 

















(‘ber das Gelten der Traubeschen Regel bei der Hydrotropie. 


Von 
H. Freundlich und G. Y. Slottman. 


\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1, Juli 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Als Hydiotropie bezeichnet Neuberg’ die zuerst von ihm naher 
untersuchte Erscheinung, daB konzentrierte wisserige Liésungen einer 
Reihe organischer Stoffe imstande sind, die Léslichkeit vieler in Wasser 
schwer léslicher Stoffe auffallend zu erhéhen. Am starksten wirken 
die Salze aromatischer Sauren, wie 


COOK SO,K OK 

Sie verleihen schwer léslichen organischen Verbindungen, Alkoholen, 
Sauren, Aminen und Alkaloiden eine Wasserlislichkeit, die in einigen 
Fallen, wie beim Sulfonal, das Hundertfache der normalen Wasser- 
lislichkeit betragt. Die Léslichkeit mehrerer schwerléslicher anorga- 
nischer Stoffe wurde auch in diesen Lésungen gesteigert, aber in 
einem viel schwiicheren Grade als es bei den organischen Stoffen der 
Fall war. 

Im Laufe einer Untersuchung iiber den Einflu8 kapillaraktiver 
lonen auf die Kataphorese und die Koagulation eines Eisenoxydsols, 
bei der die sulfosauren Salze des Benzols und seiner Homologen benutzt 
wurden”, haben wir gefunden, daB die Trawbesche Regel bei den er- 
wihnten beiden kolloidchemischen Erscheinungen ausgesprochen giiltig 
ist. Hiermit steht im Einklang, daB diese Salze, ganz im Gegensatz 
zum Verhalten der meisten anderen Salze starker Sauren, auch an der 


1 Diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 
? Erscheint demnachst in der Zeitschr. f. physik. Chem. 
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Grenzfliche wasserige Lésung— Luft stark kapillaraktiv sind, und da$ 
auch dort die Traubesche Regel ausgeprigt zutage tritt. Man wird dies 
folgendermaBen deuten: Diese Salze haben einen sehr entschieden 
asymmetrischen Bau, die Sulfogruppe ist der Wasserseite zu-, die Benzo! 
gruppe ihr abgekehrt. Die in p-Stellung befindlichen aliphatischen 
Reste sind demgemaB gleichfalls dem Wasser schroff abgekehrt un 
daher der nichtwasserigen Phase zugedrangt, wobei jede neue CH, 
Gruppe mit dem gleichen Betrag zur Wirkung kommt. Und dieser 
letzte Umstand ist ja die Voraussetzung fiir das Gelten der Traubeschen 
Regel nach der von Langmuir! gegebenen Theorie. 

Nun war es gar nicht unwahrscheinlich, daB auch die Hydrotropic 
auf dem asymmetrischen Bau der hydrotropisch wirkenden Stoffe 
beruht. Es schien uns daher lohnend, eine Reihe hydrotropisch wirkende: 
Salze, die einer homologen Reihe angehérten, zu untersuchen und zu 
priifen, ob nicht beim Ansteigen in der homologen Rethe ein der T'raube. 
schen Regel ahnliches Anwachsen der hydrotropischen Wirkung zu 
beobachten sei. Als im Wasser schwerlésliche Stoffe wurden Benzoe- 
siure und Phthalsdure herangezogen, wegen der bequemen und genau 
durchfiihrbaren Léslichkeitsbestimmung?; als asymmetrische, hydro- 
tropisch wirkende Stoffe dienten die erwahnten Na-Salze der Benzol., 


p-Toluol- und p-Athylbenzolsulfosaure. 


Versuchsanordnung. 


Die Léslichkeit der Séuren wurde in der iiblichen Weise bestimmt, 
indem man die Lésungen der hydrotropischen Stoffe mit einem Uberschui 
an Benzoeséiure bzw. Phthalsiure versetzte und die Mischung danach 
9 Stunden lang in einem Thermostaten bei 20 + 0,1° mittels einer Riihr- 
vorrichtung in staéndiger Durchmischung hielt. 20 ccm der entstandenen 
Lésung wurden danach durch ein Filter aus Glaswolle abpipettiert und 
mit n/25 NaOH mit Phenolphthalein als Indikator titriert. Die Lésungen 
wurden danach 2 Stunden lang in dem Bade geriihrt und eine zweite Probe 
entnommen. Die zwei Bestimmungen muBten innerhalb 1°, miteinander 
iibereinstimmen. 

Um die Ergebnisse in g/100 g H,O bzw. Mol/Gesamtmol angeben zu 
kénnen, haben wir die Ausdehnung, die 50cem H,O durch Zusatz von 
verschiedenen Mengen der Salze erfahren, bestimmt. Daraus lieBen sich 
die Ergebnisse, die durch das Titrieren in g/100cem Lésung gefunden 
wurden, in g/100 g H,O umrechnen. Wegen des hohen Molekulargewichts 
der sulfosauren Na-Salze gegeniiber dem des Wassers, ergab sich kein 
nennenswerter Unterschied zwischen den Einheiten g/100g H,O und 
Mol/Gesamtmol. 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 39, 1883 ff., 1917. 

2 Es besteht freilich das Bedenken, an der Léslichkeitserhéhung kénne 
auch eine Salzbildung beteiligt sein. Da aber die beiden Siuren um mehrere 
GréBenordnungen schwiacher sind als die Sulfoséuren, halten wir die dadurch 
bedingte Fehlerméglichkeit fiir gering. 
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Die groBe Léslichkeit der sulfosauren Salze machte es schwierig, sie 
von léslichen Verunreinigungen zu trennen. Um dies zu umgehen, haben 
wir die ausgewogenen Mengen der Salze mittels n/50 NaOH bzw. HC! 
renau neutralisiert, ehe sie den schwerléslichen Stoffen zugesetzt wurden. 


Versuchsergebnisse. 


Die von Kahlbaum bezogene Benzoeséure wurde dreimal aus Wasser 
umkristallisiert. Ihr Schmelzpunkt betrug 121°C. Als Mittelwert 
dreier Léslichkeitsbestimmungen erhielten wir den Wert 0,2865 g/100 ¢ 
H,O, der in guter Ubereinstimmung mit dem von A. A. Noyes! ge- 
fundenen 0,290 g/100 g H,O war. Das benzolsulfosaure und das p- 
toluolsulfosaure Natrium bezogen wir gleichfalls von Kahlbaum; wir 
neutralisierten sie mit NaOH und kristallisierten sie dreimal aus Wasser 
um. Das p-aithylbenzolsulfosaure Natrium wurde von uns selbst aus 
Athylbenzol hergestellt, nach einer von Sempotowski® ‘angegebenen 
Methode, die nur die p-Verbindung liefern soll. 

Die Tabellen I, I] und III enthaiten die Ergebnisse der Versuchs- 
reihen mit Benzoesaure. c ist die Konzentration des hydrotrop wirkenden 
Salzes in Mol im Liter, L die Léslichkeit der Benzoesiure in g/100 g 
H,O oder Mol/Gesamtmol. 

Tabelle I. 
Beeinflussung der Léslichkeit der Benzoeséiure durch Zusatz von benzol- 
sulfosaurem Natrium. 





c L L 
(Mol im Liter) g in 100g HO, ee 
0 0,2865 0,4299 
0.2640 0.3041 0.4464 
0,4926 0.3441 0.5022 
0,8775 0.4064 0.5898 
1,953 0,8746 1,232 


Tabelle II. 
Beeinflussung der Léslichkeit der Benzoeséure durch Zusatz von p-toluol- 
sulfosaurem Natrium. 





I 


c 4 7 
(Mol im Liter) g in 100g H,O ae ee 
0 0.2865 0.4209 
0.2463 0.3344 04911 
0.4861 0,4019 0,5876 
0.6931 0,4978 0,7245 
0.9946 0.6419 0.9440 


1 Amer. chem. Journ. 20, 753, 1898. 
2 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 22, 2663, 1889. 
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Tabelle III. Beeinflussung der Léslichkeit der Benzoeséure durch Zus 
von p-athylbenzolsulfosaurem Natrium. 





ec 
(Mol im Liter) 


(Mol in Gesamt- 





g in 1004 H,O mol) . 103 
0) 0.2865 0.4209 
0),2287 0.3462 0.5987 
0,3405 0.4392 0,6295 
0.4439 0.4669 0.6831 
0.6432 0.6372 0.9377 
0.9781 1,301 1,881 
{7 — 
l | 
| ee ce + 
a9 


16 


tL} 
ae 














Qy 
Q3 
a5 0 so ¢  @ 
Abb. 1. 


Wie aus Abb. 1, die eine graphische Darstellung der Ergebniss« 
enthalt, zu sehen ist, laufen die Léslichkeitskurven konvex zur c-Achs« 
und haben regelmaBige Abstinde voneinander. Vergleicht man dic 
jenigen Konzentrationen der drei sulfosauren Salze, die dieselbe Ex 
héhung der Léslichkeit der Benzoesiure hervorrufen, so findet man 
die in Tabelle 1V eingetragenen Werte. 


Tabelle IV. Vergleich der Konzentrationen, die eine bestimmte Erhéhuneg 
der Léslichkeit der Benzoesaéure hervorrufen. 





Hydrotrop wirkende Elektrolyte 


Benzolsulfosaures Natrium . 
p-Toluolsulfosaures Natrium . 
p-Athylbenzolsulfosaures Natrium 


Fir ein L = 0,5 Fir ein L = 0,7 g 
in 100g H,O in 100g H,O 
Cm C. 
c . c . 
(tol LL) |? — 2 et a |” 
m+1 m+ 
1,12 —_— 1,59 -- 
0.70 1.6 1.00 1.6 
0,47 1,5 0.70 1.45 
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Die Konzentrationen beziehen sich auf Léslichkeiten von 
0.5000 g/100 g H,O baw. 0,7000 g/100 g H,O. 

Auffallend ist das regelmaBige Anwachsen der hydrotropischen 
\\irksamkeit mit dem Ansteigen in der homologen Reihe ; man erkennt 


es aus den in Tabelle 1V angegebenen Werten von » ™ _ die ziemlich 


Cm+1 
konstant bleiben, auch beim Vergleich verschiedener L-Werte. Es 
entspricht dies Verhalten merklich dem nach der Traubeschen Regel 
gefundenen. Wohl ist der bei dieser 
Regel geltende Koeffizient v gréBer, 
meist etwa 3,3 gegen etwa 1,5 bei diesen 
Versuchen. Aber man kennt auch 
andere Fille, in denen sich Vorgiainge 
entsprechend der Traubeschen Regel 
verhalten, aber mit einem kleineren 
Koeffizienten; dies gilt z.B. von der 
Beeinflussung der Kataphorese und 
Koagulation eines As,§,-Sols durch 
Aminsalze der Reihe NH,(C,H,)CI, 
NH,(C, H,),Cl, HN(C,H,),C1*. 

Abb. 1 laBt erkennen, daB die 
Kurven unverkennbar affin sind. Es 
ist dies besonders deutlich, wenn 
man die relative Léslichkeitserhéhung 











L 
“gur Darstellung wahlt. Ordnet 


man die lg-A-Werte den lg-c-Werten 
zu, so erhalt man, wie Abb. 2 zeigt, 











angenahert gerade Linien, die ein- 
ander merklich parallel sind'. Es gilt 
also eine Gleichung A = /,c"; hier ist n fiir diese Reihe hydrotroper Salze 
ziemlich konstant, wodurch ja der Parallelismus der Geraden bedingt ist 


Die Zahlenwerte der Konstanten fiir die drei Salze waren die 


folgenden : 
fiir das benzolsulfosaure Natrium ..... . A; 0.617; n .70 
»» » p-toluolsulfosaure Natrium .... . A; 1,428; » 1,80 
p-athylbenzolsulfosaure Natrium . . . A; = 3,307; n — 2,04 


* Siehe die demnachst erscheinende Arbeit von Freundlich und Slottman, 
l.c., 8. 101. 

! Da die A-Werte fiir kleine Werte von c sehr ungenau sind, finden sich 
in Abb. 2 nur die Werte verwendet, die bei groBen c-Werten erhalten 


worden waren. 
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Auch in der Anderung der /,-Werte mit der Natur der Salze auB 
sich die Traubesche Regel. nur daB man nicht. wie beim Vergleic! 
der v-Werte, die Konzentrationen bei konstanter Léslichkeit vergleich: 
sondern umgekehrt die relative Léslichkeitserhéhung bei konstanter 


Am T 9. 


Konzentration. Die Werte von ' sind in beiden Fallen gleich 2,32 


4 


“m 

Die Phthalsiure, die als zweiter schwerléslicher Stoff benutzt 
wurde, bezogen wir von Merck. Wegen der Unbestimmtheit des Schmelz 
punktes (Zersetzung bei 196 bis 199°) priiften wir durch folgende Ver 
suche, ob lésliche Verunreinigungen, die unsere Analyse stéren konnten 
vorhanden waren. 50 ccm H,O wurden mit steigender Menge Phtha! 
siure (1 bis 5 g) versetzt und 20 cem der entstandenen Lésungen gegen 
Phenolphthalein mit n/25 NaOH titriert. Die verschiedenen Lés 
lichkeitsbestimmungen stimmten innerhalb der Fehlergrenze, un 
abhingig von der Menge des Bodenkérpers, miteinander iiberein 
Als Mittelwert der Léslichkeit bei 20°C ergab sich 0,5740 g¢/100 g H,O 
die wegen der mangelhaften Literaturangaben zwar der GréBenordnung 
nach, aber nicht quantitativ bestatigt werden konnten 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Tabelle V, V1, VII 
eingetragen. 

Tabelle V. 


Beeinflussung der Léslichkeit der Phthalséure durch Zusatz von benzo 


sulfosaurem Natrium 





( L a 
(Mol im Liter) g in 100g H,O sae Ne 
0 0.5740 0.6207 
0.2699 0.6458 0.7001 
0.5205 0,7725 0.7756 
0.9593 O.8637 0.9499 
0.9593 0.8720 0.9587 


Tabelle VI. 


Beeinflussung der Léslichkeit der Phthalséiure durch Zusatz von p-toluo) 


sulfosaurem Natrium. 





c L 
: (Mol in Gesamt- 
(Mol im Liter) g in 100g H,O mol) . 103 
0 0.5740 0.6207 
0.2530 0.6968 0.7499 
0.4709 0.8200 O.8817 


8841 1,156 1,233 
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Tabelle VII. 


Beeinflussung der Léslichkeit der Phthalsiure durch Zusatz von p-dthy! 


benzolsulfosaurem Natriun 





] L 
. ' Mol in Gesamt 
(Mol im Liter) g in 100g H,O 4 ; 


‘) 0.5740 O.G204 
0.2066 0.7331 0.7957 
0.4202 OS716 0.9278 
0.8130 1.367 1,417 


Tabelle VIII enthalt wieder einen Vergleich der Konzentrationen 
der sulfosauren Salze, die die Léslichkeit der Phthalsiure auf einen 
bestimmten Betrag 0,1000 g/l00g H,O bzw. 0.8500 g/100g H,O 
erhéhten. 


Tabelle VIII. 


Vergleich der Konzentrationen, die eine bestimmte Erhéhung der Léslichkeit 
der Phthalséure hervorrufen. 





Fur ein L = 0,7 Fur ein J 0,850 g 
in 100g H,O in 100g H,O 
Hydrotrop wirkende Elektrolyte ; ; 5 
Cc m ‘ me 
- 
(Mol i. L.) ( (Mol i. L.) 
m+i1 m+ti 
Benzolsulfosaures Natrium . . 0,475 0,925 — 
p-Toluolsulfosaures Natrium . . 0,280 1,7 0.525 1.8 
p-Athylbenzolsulfosaures Natrium 0,180 1,55 0,380 1,4 


Auch hier wieder das Ansteigen in der hydrotropischen Wirk- 
samkeit. Die »v-Werte fiir Benzoesdiure und fiir Phthalsiure stimmen 
sogar zahlenmaBig miteinander tiberein; ein Befund, der zu der Ver- 
mutung AnlaB geben kénnte, daB die Steigerung der hydrotropischen 
Wirksamkeit in dieser Reihe von dem Bau der schwerldéslichen Stoffe 
merklich unabhangig ist. Ubrigens ist es auch fiir die Traubesche 
Regel kennzeichnend, daB sie von der Natur der Grenzflachen weit 
gehend unabhangig ist. 


Die Ergebnisse lassen sich wiederum durch die allgemeine Forme! 


A = A,c" wiedergeben. Die Werte der Konstanten sind fiir das 
benzolsulfosaure Natrium . . Ay 0,632; 7 1,11 
p-toluolsulfosaure Natrium . +h 1,134; » 1,22 
p-athylbenzolsulfosaure Natrium . oes 1,367; n 1,16 


Das Verhaltnis der 1,-Werte ist 1.79 bzw. 1.44. 
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Erérterung der Ergebnisse. 


Sucht man zunachst nach der Ursache der hydrotropischen Wirkuny 
der Salze, so ist es jedenfalls nicht eine léslichkeitserhéhende Wirkuny 
wie sie auch die heutige Dissoziationstheorie der starken Elektrolyt: 
annimmt!. Diese ist wesentlich durch die Ladung der lonen beding 
sollte sich also nicht bloB bei einer charakteristischen Gruppe von 
organischen Salzen finden. Es sei noch bemerkt, daB auch die A! 
hangigkeit von der Salzkonzentration eine andere ist; die Léslichkeit 
kurve ist gegen die Konzentrationsachse meist konkav und nicht konvex 
wie bei den hydrotropisch wirkenden Salzen 


Neuberg hat neben der physikalisch-chemischen Erklarungsweis: 
auch die Méglichkeit erértert, daB es sich um eine Komplexbildung 
zwischen dem Salz und dem in Lésung gehaltenen Stoff handle. Merk 
wiirdig ist ihm von diesem Standpunkt aus mit Recht, daB z. B. div 
Rhodansalze, die doch so ausgesprochen zur Komplexbildung neigen 
gar nicht hydrotrop sind. Allerdings rechnet er gerade bei der p-Toluo! 
sulfosiure mit der Méglichkeit einer Komplexbildung?. 

Eine Eigenschaft ist allen hydrotropen Salzen gemeinsam: Six 
haben alle einen ausgesprochen asymmetrischen Bau. Am einen 
Ende des Molekiils befindet sich eine stark hydrophile Gruppe, etwa 
die Sulfo- oder Karboxylgruppe, am anderen Ende eine stark hydro- 
phobe, etwa eine Kohlenwasserstoffkette. Aus den Neubergschen Ver 
suchen laBt sich schon ableiten, daB die Hydrotropie abnimmt, wen 
man diese Asymmetrie verringert oder gar zerstért; sie nimmt zu 
wenn sie ausgesprochener wird. So ist z. B. das K-Salz der Benzo 
siure stark hydrotrop, wesentlich schwacher das entsprechende Salz 
der m-Oxybenzoesaure ; fast vernichtet ist die Eigenschaft beim K-Salz 
der p-Oxybenzoesiure, da ja dann an beiden Enden des Molekiil- 
hydrophile Gruppen stehen. Wird umgekehrt die Hydrophilie der 
OH-Gruppen dadurch verringert, daB man eine C H,-Gruppe einfiihrt 
wie beim K-Salz der Anissaure 


COOK 
\ 


OC Hg 


so nimmt die Hydrotropie wieder zu. Abhnlich wie die Einfiihrung der 
OH-Gruppe wirkt die andere negativer Atome und Atomgruppen 


1 Siehe z. B. Brénsted und Frl. Petersen, Journ. Amer. Chem. So: 
48, 2265, 1921. 
2 Diese Zeitschr. 76, 149, 1916. 
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etwa eines Halogens oder der NO,-Gruppe. Charakteristisch ist 
h, daB das athylsulfosaure Natrium nicht hydrotiop ist: die © H,- 
ing (.ruppe steht der Sulfogruppe viel zu nahe. als dal das Salz einen 
sgesprochen asymmetrischen Charakter zeigen kénnte. Aus unseren 
rsuchen geht weiter hervor, daB die Hydrotropie regelmabig zunimmt 
nn die Asymmetrie ausgesprochener wird, wenn etwa die Zahl der 

( H,-Gruppen am einen Ende des Molekils zunimmt 


Mt Diese Erfahrungen fiihren zu folgender Anschauung: Die asym 

metrischen Molekiile lagern sich an die Oberflache des schwerléslichen 
as Stoffes an, derart, daB die hydrophile Gruppe, also in unserem Falle 

die Sulfogruppe, dem Wasser zugekehrt ist, die hydrophobe dem festen 
st Stoff. Da sich diese Orientierung des hydrotropen Salzes freiwillig 
nstellt, also einem Sinken der freien Energie entspricht, so ware es 
rk schon méglich, daB dadurch ein gewisser Bruchteil des schwerléslichen 
Lie festen Stoffes zu einer gréBeren Grenzfliche ausgedehnt wird, als es 
n nter den Bedingungen einer regelrechten Sattigung der Fall ist. In 
o| einem solchen Zustande gréBerer Grenzflache befindet sich der hydrotrop 
veléste Anteil. Es ergibt sich die Frage: Ist der schwerldésliche Stoff, 
n unserem Falle die Benzoesiure bzw. Phthalsdure, in der Lésung des 
hydrotropen Salzes durchaus echt oder zum Teil kolloid gelést ‘Eine 
Beobachtung Neubergs legt den Gedanken nahe, er befinde sich zum 
Teil in kolloider Lésung. Er schreibt': ,,.Nicht unerwahnt bleibe 
schlieBlich, daB vor Eintritt der glatten Auflésung éfter die Bildung 
eigenartig dichroitisch gefarbter, optisch nicht homogener Phasen zu 
heobachten ist, daB die Lésung manchmal nicht sofort, sondern erst 
nach einiger Zeit vollstindig wird, und daB der gleichmaBig klaren 
\uflésung bisweilen ein Zustand vorausgeht, bei dem der zu lésende 
wasserunlésliche Stoff in dicken Schlieren oder stark lichtbrechenden 
Tropfen nach Art der fliissigen Kristalle in dem Medium  herum 
schwimmt**. Der Zustand der Benzoesiure bzw. Phthalsiure miéchte 
etwa dem eines sogenannten Kolloidelektrolyten ahneln, bei dem ein 
Teil kolloid-, ein Teil echt gelést ist. Einfache qualitative Versuche, wie 
die gewéhnliche Dialyse, erlauben daher keine Entscheidung. Es ist 
selbstverstandlich und wurde durch eigene Versuche bestatigt, daB die 
Benzoesiure auch in Lésungen eines hydrotropisch wirkenden Salzes 
durch eine Pergamentmembran dialysiert. Man miiBte schon die freie 
Diffusion der Benzoesiure in der Lésung eines solchen Salzes verfolgen 
einmal im verdiinnten Zustande der echten Lésung, einmal in dem det 
konzentrierten Lésung, wie man sie nur bei Gegenwart des hydro 
tropischen Salzes erreichen kann. Aus etwaigen Unterschieden in det 


Diese Zeitschr. 76, 120, 1916. 
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Diffusionskonstanten bzw. im ganzen Verhalten bei der Diffus 
kénnte man eindeutige Schliisse ziehen. Derartige Versuche sol 
noch durehgetiihrt werden Sie muBbten vorlaufig unterbleib 
da der eine von uns nach den Vereinigten Staaten zuriick: 
kehren gendtigt ist Es ware auch wichtig zu priifen ob die hvd 
tropisch wirkenden Salze in konzentrierter Lésung = selbst « 
Charakter von Kolloidelektrolyten haben Erst aus dem Ergel 
dieser Versuche wird man auch entscheiden kénnen, ob die 

uns gefundene Ahnlichkeit des Verhaltens mit dem nach 

Traubeschen Regel geltenden darauf beruht, daB die beiden | 


scheinungen in ihrem Wesen iibereinstimmen, indem etwa in beid 





Fallen asymmetrische Stoffe an Grenzflachen eine bestimmte On 
tierung erfahren, oder ob die Abhnlichkeit mehr fuBerlich 

Kbenso méchte man erwarten, dab kein hydrotroper Einflub | 
einem schwerléslichen Stoff vorhanden ist, der nur hydrophile Grupp 
nach auben kehrt. 

Dann ist auch die charakteristische Form der L-c-Kurve zu b 
achten; was sie bedeutet, wird man auch erst sicher sagen koénne: 
wenn man dariiber Bescheid weib, ob die entstehende Lésung « 
oder zweiphasig ist. Es sei nur jetzt schon auf die Ahnlichkeit de 
Gleichung 4 4,c" mit der Beziehung hingewiesen, die die Abhangig 
keit des Quellungsdruckes von der Konzentration eines Gels wied 
gibt!, oder der sehr ahnlichen Gleichung, die nach Wo. Ostwald w 
Miindler® fiir den osmotischen Druck konzentrierter Lésungen gilt 


Zusammenfassung. 


i. Es wurde die Léslichkeitszunahme von Benzoesiure und Phtha! 
siure in wisseriger Liésung bei Gegenwart von drei hydrotropisc! 
wirkenden Salzen, den Na-Salzen der Benzol-, p-Toluol- und p-Athy 
benzolsulfosiure, die sich um je eine CH,-Gruppe unterscheiden 


verschiedenen Konzentrationen untersucht 


{/ 
2 Die Abhangigkeit der relativen Léslichkeitszunahme / } 
von der Konzentration des hydrotrop wirkenden Elektrolyten ¢ la! 
sich in allen Fallen durch eine Gleichung 
+ Ay ; 
ausdriicken. A, und n sind Konsiante, x hat Werte zwischen 1.1 und 2.) 


' KB. Posnjak, Wolloidchem. Beih. 8, 417, 1912. 
Kolloid-Zeitschr. 24, 7, 1919 
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3. Vergleicht man die Konzentrationen der verschiedenen Salze 
det gleichen Loslichkeitserhéhung entsprechen so haben si em 


stantes Verhaltnis zueinander Der Koeffizient 3 hat im 


el einen Wert von etwa 1.5. Das Verhalten erinnert an das bei det 
theschen Regel an Grenzflachen Geltende, wenn auch der Koeffizient 
ner ist als man ihn sonst bei der genannten Regel findet 

Wirkung der Sala 


dem Grad ihres asvmmetrischen Baues zunimmt,. eine Folgerung 


$. Aus 3. geht hervor, dab die hyvdrotr pis he 


auch aus cet Neubergschen ersten Untersuchung iibey clit Hydro 


pre deutlich he rvorge ht 





Uber Beeinflussung der Wasserstoffionenkon 


des Blutes durch chemotherapeutische 


Von 
Adolf Feldt und Rafael Vara-Lopez. 


Aus dem physikalisch chemischen Laboratorium der Chemischen Fah 


vorm. EK. Schering, Berlin.) 


(EKingeqangen am 3. Juli 1927.) 


Im Blute von Menschen und Tieren, die mit chemotherapeutische: 


zentration 
Stoffe. 


Mitteln behandelt werden, treten tiefgreifende Verinderungen 


die besonders nach intravenéser by oktion @m kurzer Zeit 
sind. So ist es von Salvarsan, tiermanin und Bismuthyltartrate: 


bekannt, daB sie an die Plasmakolloide verankert y 
Germanir und Salvarsan wird die Gerinnbarkeit « 


verden Dure! 


les Blutes 


gehoben, sogar die Koagulierbarkeit durch Hitze von Plasma 


Serum vermindert oder aufgehoben! 


Die Wasserstoffionenkonzentration des Blutes, die zu den 


zahesten festgehaltenen Konstanten des Tierkérpers gehért, wird dure! 


therapeutische MaBnahmen nachweiBlich verindert. 


Fritz* fand nach natiirlicher (Budapest-Davos) und k 
matische Kammer) Luftverdiinnung eine Verschiebung « 
sauren Seite, die bei Katzen noch ausgeprigter war als 


iinstlicher (pr 


les py nach 


bei Kaninch 


Nach Tomasson*® (Literatur) ist wahrend der Athernarkose das py 


Blutes verschoben, beim Menschen meist nach der alkalischen, bei Tier 


nach der sauren Seite. Brugsch und Hersters* tanden 


Kaninchen nach Insulindosen, die zu Krampfen fiihrten, eine Verschiebu 


des py nach der sauren Seite um etwa 0,2. 


Die pa des Blutes und der Gewebe ist ohne Zweifel von grobe: 
EinfluB auf den Ablauf der Infektionskrankheiten und 


gedrungenen Erreger. 


1 


Literatur s. Schlossberger in Kolle-Zielers Handb. d 
1, 140 und 145, 1924. 

2 Diese Zeitschr. 170, 236, 1926. 

® Ebendaselbst 170, 330, 1926. 

* Ebendaselbst 175, 130, 1926. 
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Bisher sind nur Ansiétze zur experimentellen Lésung dieser Frage 
ekannt geworden. Von Schade! und seinen Mitarbeitern ist die Bedeutung 
r Wasserstoffzahl in entziindeten Geweben und Entziindungssekreten 
whgewiesen worden. Die Wachstumskurve von Tuberkelbazillen fallt 
m Kulturmilieu mit ihrem Maximum und ihren beiden zum Teil abfallenden 
schenkeln ganz in die Breite der Entziindungsazidose hinein (zwischen 
twa 6,3 und 7,3). 

Wir priiften die Beeinflussung der H’-Konzentration des Blutes 
normaler und infizierter Tiere durch chemotherapeutische Mittel. Die 
Bestimmung des py erfolgte potentiometrisch mit der stehenden Gas- 
blase in der U-Elektrode. Anfangs wurde bei jeder Blutprobe gleich- 
zeitig eine Messung mit der Chinhydronelektrode vorgenommen, Die 
Resultate mit beiden Elektroden verliefen in der Regel gleichsinnig. 
Jedoch erwies sich die Wasserstoffelektrode als deutlich zuverlassiger, 
so daB wir zuletzt ausschlieBlich mit ihr arbeiteten. Durch die Gas- 
blase wurde der Kohlensaurefehler méglichst ausgeschaltet. 

Zu den Versuchen verwandten wir Kaninchen. Das Blut wurde 
mittels Spritze aus den Ohrvenen entnommen, wobei reizende Sub- 
stanzen (Toluol) nicht zur Verwendung kamen. Die Venen wurden 
durch vorsichtiges Reiben des Ohres erweitert, wodurch eine linger 
dauernde Reizung und ‘me uad ch bedingte erhéhte Kohlensiure- 
spannung im Stauungsgebiete wegiielen. 

Das py des Blutes normaler Kaninchen schwankte in unseren Ver- 
suchen zwischen 7,02 und 7,60. Um zu priifen, wie die mehrfa. h wieder- 
holte Blutentnahme aus den Ohrvenen auf das py einwirkt, wurde bei 
drei Normaltieren Blut in Intervallen von 10 Minuten, '% bis 1 bis 
3 Stunden entnommen und festgestellt, daB die py konstant blieb. 

Ebenso beweist Tabelle I, die das Resultat einer intravenésen 
Kochsalzeinspritzung wiedergibt, daB die Injektion einer indifferenten 
Lisung das pu des Blutes nicht verandert. 


Tabelle I. 





Datum Pu vorher Py nach 55 Min Py nach 2 Std 
16. VI. 1927 7,18—7,19 7,19 7,18—7,19 


Von chemotherapeutischen Mitteln verwandten wir das Trypa 
flavin, Solganal und Salvarsannatrium. Die wiasserige Lésung von 
salzsaurem Trypaflavin reagiert sauer, von Salvarsannatrium und 
Solganal schwach alkalisch. 

Trypaflavin wurde in Dosen von 0,005 g pro Kilo Kérpergewicht 
gespritzt. Drei normale Tiere zeigten eine Verschiebung des py nach 


' Die physikalische Chemie in der inneren Medizin 1923, 8S. 103; Kolloid- 
Zeitschr. 40, 258, 1926. 
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der sauren Seite um 0,2 bis 0,25. Die aktuelle Reaktion des Blutes 
veranderte sich nicht unmittelbar nach der Injektion, sondern erst im 
Laufe von 20 Minuten bis 4 Stunden. 

Dasselbe Resultat wurde bei drei Kaninchen beobachtet, die mit 
Salvarsannatrium behandelt wurden. Ein Tier zeigte eine schnel| 
Wiederherstellung des py auf die anfingliche Héhe, voriibergehend 
trat eine Verschiebung nach der alkalischen Seite auf. Bei den iibrigen 
Tieren wurde wihrend der Beobachtungszeit von 1 bis 4 Stunden ein: 
Verschiebung nach der sauren Seite festgestellt. 

Mit Solganal wurden drei normale Tiere mit Dosen von 0,05 ¢ 
pro Kilo behandelt. Bei zwei Kaninchen war das pg nach der sauren 
bei einem nach der alkalischen Seite verschoben. 


Tabelle II. 


Beeinflussung des pq des Blutes normaler Kaninchen. Intravenése Injekt 
von Trypaflavin, Salvarsan, Solganal. 





Ge 


: : IH 
wicht 7 / : 
Nr. Datum i sane Mittel PH nach verschiedenen Zeiten 


1 31. V. 3300 7,35 6,018 g Trypaflavin 20’ 1b40’ 2h40’ 
7.29 | 7,24 7,10 


2 1.VI. 1800 7.35 0,008 ¢ a 24’ jh 
7.13 | 7,15 
3 2. VI. 3300 7,60 0,016 ¢ = 15’ Qh 3b36 
7.59 760 7,40 
4 7. VI. 2900 7,29 0,075 ¢ Salv.-Na 3N’ 2h 
6.76 6.71 
5 11. VI.) 3400 7,53 | 0,085 ¢ a 25’ jh 
7,51 | 7,24 
6 14. VI.) 3300 711 0,093 ¢ . 35’ 1h 1h30’' 3n20' 4 
6,65 | 7,12 | 7,10 | 7,27 | 7,11 
7 8. VI. 3250 7,02 0,16¢ Solganal BY = 2h15’ =—-Bh30’ | 430’ 
7,24 | 7,38 | 7,15 | 7,08 
8 9. VI. 3700 7,34 019¢ = 45’ [h 2h 3h 
7.11 | 7,18 7,28 | 7,33 
9 10.VI.\ 3400 749 O17 ¢ a 80’ Qh 4h 


7,44 7,28 7,44 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB das py des Blutes normale 
Tiere durch intravenése Injektion von chemotherapeutischen Stoffen 
in deutlicher Weise beeinfluBt wird. Die Verschiebung findet meist 
nach der sauren Seite, ausnahmsweise, bei anfianglich niedrigem py, 
in entgegengesetztem Sinne statt. Daraus, daB dieser Erfolg nicht 
unmittelbar nach der Injektion, sondern stets erst nach einiger Zeit 
zu beobachten ist, folgern wir, daB hierbei die Reaktion der eingespritzten 
Lésung keine Rolle spielt, sondern offenbar Veranderungen, die durch 
die chemotherapeutischen Mittel im Stoffwechsel der Zellen hervor- 
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yverufen werden, in erster Linie wohl der Zellen des retikuloendothelialen 
Systems}. 

In Ergainzung der Versuche an normalen Kaninchen untersuchten 
wir den Einflu8 von Salvarsan und Solganal auf das py des Blutes 
syphilitescher Tiere. 

Tabelle Ill. 


des Blutes syphilisinfizierter Kaninchen. Intravenése Behandlung mit 
Solganal und Salvarsan. 


nm 





Ges 
Nr. Datum wicht n. 5 Mittel Pu nach verschiedenen Zeiten 
& 
19 15. VI. 2000 6,85 0,1 g Solganal 30’ 1h30" 2h3N’ Hh 24 
6.93 718 715-718 655 6,86 
11 16. VI. 2890 6,82 0,075 ¢g Salv.-Na~ 30’ 2h 3h 4615 
6,91 7,03 6,60 7,25 


Kaninchen 10 und 11 waren am 28. April 1927 beiderseits skrotal 
n eine Hauttasche infiziert worden. Am 14. Juni wiesen sie beiderseits 
groBe ulzerierte Syphilome auf, der Umfang betrug etwa 3: 4:2 bzw. 
2:2.5:2em. Auffallend war bei beiden Tieren, daB das Blut vor der 
Behandlung ein sehr niedriges px von 6,82 bis 6,85 aufwies. Das erste 
Tier mit Solganal 0,05 g pro Kilogramm Kérpergewicht, das andere 
mit 0,25g pro Kilogramm Salvarsannatrium behandelt. In beiden 
Fallen wurde das niedrige py deutlich nach der alkalischen Seite ver- 
schoben, die bereits '/, Stunde nach der Injektion einsetzte. Das 
Maximum war beim ersten Kaninchen nach 11, Stunden erreicht, 
hielt sich 2 Stunden auf gleicher Héhe und sank nach 5 Stunden unter 
die anfangliche GréBe. Am folgenden Tage war die aktuelle Reaktion 
des Blutes dieselbe, wie vor der Injektion. 

Beim Salvarsantier zeigte sich unter Schwankungen gleichfalls 
eine Verschiebung nach der alkalischen Seite, die nach 4 Stunden 
0,45 betrug. 

In diesem Zusammenhang sei auf die Befunde von Bethe* und von 
Warburg* hingewiesen. Nach Bethe werden Medusen durch HCl und NaOH 
gelahmt, bevor die H’ bzw. OH’ in das Innere eindringen. Warburg zeigte, 
daB die Atmung befruchteter Seeigeleier um iiber 100°, gesteigert werden 
kann, wenn die OH’-Konzentration des Meerwassers um ein geringes von 
10° auf 10-* gesteigert wird, wobei die H’-Konzentration im Innern der 
Zellen unverandert bleibt. In beiden Fillen werden wichtige Funktions- 
zustinde von Einzellern durch Anderung des Milieus hervorgerufen, eine 
Oxydationssteigerung bzw. Lahmung von der Oberfliche her ausgelést, 
ohne daB ein Eindringen wirksamer Ionen ins Zellinnere stattfindet. 


1 Vgl. Feldt und Schott, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 107, 453, 1927. 
2 Bethe, Pfliigers Arch. 127, 219, 1909. 
3 Warburg, diese Zeitschr. 29, 414, 1910. 
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Die vorliegenden Untersuchungen sollen dahin erganzt werden 
daB auBer der H-Konzentration des Blutes die Alkalireserve und 
Kohlensaurekapazitat bestimmt werden. 





Fiir freundliche Unterweisung in der Anwendung der Methoden 
Ppa-Bestimmung und dauernde Kontrolle der Versuchsergebnisse sind \ 
Herrn Dr. Henschel zu groBem Danke verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


1. Das pu des Blutes normaler und syphilitischer Kaninchen wird 
durch intravenése Injektion von Trypaflavin, Salvarsan und Solgan 
in therapeutischen Dosen nachweislich verschoben. 

2. Die Anderung des px tritt nicht unmittelbar, sondern erst 
einige Zeit nach der Injektion auf. 

3. Die Verschiebung des px erfolgt beim normalen Tier meist nac! 
der sauren Seite. 

4. pu des Blutes syphilitischer Kaninchen ist niedriger als norm 
und wird durch Chemotherapeutika nach der alkalischen Seite ver 


schoben. 











Physikalisch-chemische Studien 
iiber den EinfluB oberflichenaktiver Stoffe auf Samenzellen 
(Weizen) und Sporen von Tilletia tritici (1). 


Von 
A.C. Wolf. 


Mitteilung der Wiirttembergischen Landwirtschaftskammer, Abteilung 
Pflanzenbau-Laboratorium. ) 


(Eingegangen am 5. Juli 1927.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Zu den Stoffen, die leicht ins Protoplasma diosmieren (2) gehéren 
die einwertigen Alkohole, Methylalkohol, Athylalkohol. Stoffe, die 
sich an der Oberfliche sammeln und positiv adsorbiert werden, ent- 
sprechend dem Gibbs-Thomsonschen (3) Theorem. I. Traube (5) (2) 
hat die Oberflachenspannung gemessen, er fand z. B. fiir Methylalkohol 
die Steighédhe 88,6, fiir Athylalkohol 84,0 (Wasser 91.5) bei An- 
wendung von 0,25 mol. Lésungen bei 15°. Methylalkohol und Athyl- 
alkohol folgen ebenso der Lipoidtheorie und Permeabilitatsregel von 
Overton (4). 

Will man, wie im vorliegenden Falle, die Wirkung des Athylalkohols 
auf das Samenkorn (Weizen) untersuchen, das man sich aus hydro- 
philen Kolloiden in Gelform bestehend denken kann, so wird man die 
Permeabilitat der Zellen auch unter dem Gesichtspunkte der Quellung 
betrachten, d.h. je mehr ein Stoff die Quellung férdert, desto leichter 
wird er diosmieren. 

Im folgenden soll durch eine Reihe von Versuchen gezeigt werden, 
wie sich Athylalkohol den Zellen des Weizenkorns gegeniiber (als Ver- 
treter eines mehrzelligen Kérpers) und gegen die einzelligen Sporen 
von Tilletia tritici verhalt. Letztere sind deshalb von Interesse, weil 
von ihnen die Ansteckung der jungen Weizenpflanzen ausgeht (Weizen- 
steinbrand) und auf dem verschiedenartigen Verhalten von Weizen- 
und Sporenzellen die Wirkung der sogenannten Beizmittel (6) beruht. 


Davon ausgehend, daB oberflachenaktive Stoffe den oberflachen- 
inaktiven Stoffen den Eintritt in die Zellen erleichtern, wurden die 
Alkohole mit Sublimat, einem Vertreter der Beizmittel, kombiniert. 
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Quellungsversuche sollten auBerdem einen Einblick in den Vorgany 
der Quellung geben. 

Wahrend die erwahnten Versuche einen allgemeinen Einblick iy 
die Wirkungsweise oberflachenaktiver Stoffe auf Korn und Brand 
sporen gewahrten, sollte die Untersuchung bekannter Beizmittel zeigen 
inwiefern die Praxis von diesen physikalisch-chemischen Vorgingen 
Gebrauch gemacht hat. 


I. Einflu8 von Athylalkohol auf das Weizenkorn (Hohenheimer Dickkopf) 
und Sporen von Tilletia tritici. 

Um den EinfluB von Athylalkohol auf das Weizenkorn kennenzuler: 
lie8 man Lésungen dieses Alkohols in verschiedenen Konzentrationen und 
bei verschiedener Oberflachenspannung (Messung der Steighéhe, Tabelle | 
1 Stunde lang auf 100 g Weizenkérner einwirken. 


Tabelle I. 
Oberflachenspannung und C,H,O H-Lésungen. 


Es wurde mit dem Traubeschen Stalagmometer die Steighéhe (= 8) 





gemessen. 
Nr, C,H;OH Ss Nr. C,H,;OH Ss 
1 0) 113,3 5 60 47.0 
2 5 87.3 6 80 45.5 
3 20 64,0 7 96 44.0 
4 40 52.0 


Man trennte durch Absaugen auf einer Nutsche die Weizenkérner vor 
den Lésungen und trocknete auf Filtrierpapier bei Zimmertemperatu 
Die getrockneten K6érner brachte man zur Keimung in Triebkraftschalen (8 
Als Triebkraftschalen dienen Tonschalen (mit glasiertem Untersatz) v: 
gleichen AusmaBen. Man nahm fiir die Versuche Schalen von annahern 
gleicher Wasserkapazitat. Die Schalen wurden 7 cm hoch mit gesiebter 
Ziegelgrus gefiillt, ein 3cm hohes Kreuz eingelegt, das die Oberflache i: 
vier gleiche Felder teilte. In jedes Feld kamen 25 oder 50 Kérner. D 
K6érner wurden so eingelegt, daB sie gleichen Abstand voneinander hatte: 
Nach dem Einlegen fiillte man die vier Felder mit Ziegelgrus so, daB n 
der Oberseite der Kreuze eine Ebene gebildet wurde. Die Verteilung det 
Versuchsnummern auf die vier Felder einer Tonschale geschah nach 
folgendem Schema: Hatte man z. B. sechs Weizenproben mit den Nummern ! 
bis 6, so kamen 


in Schale I Nr. 1, 2, 3, Unbehandelt, 
- - ee 
- _ i. ws i - usf. 


(mindestens drei Wiederholungen, bei 25 Kérnern pro Feld sechs Wieder- 
holungen). Jede Schale erhielt 80°, der Wasserkapazitaét des eingefiillte 
Ziegelgruses und 80°, der Wasserkapazitaét der Schale. Das Gewicht der 
Schalen wurde taglich kontrolliert. Die Triebkraft und Triebenergie erhir 


6, ’? 


man durch Auszaihlen der Keimlinge nach 7 bis 14 Tagen. Das Keim- 
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vewicht nach 14 Tagen wurde in der Weise bestimmt, da8 man den Ziegel- 
crus von den Keimlingen mit dem Pinsel entfernte, dieselben unmittelbar 

Kornrest abschnitt und wog. GleichmaéBiges Arbeiten ist dabei er- 
forderlich, um brauchbare Resultate zu erhalten. Zum leichteren Vergleich 
der Ergebnisse sind in den Tabellen die Durchschnittszahlen der Trieb 
kraftversuche umgerechnet worden auf ,,Unbehandelt* 100 und ein 
Keimgewicht von ,,Unbehandelt* 10 g. 


Aus Tabelle II, Abb. 1 ergibt sich der Einflu8 von Athylalkohol 
if Triebkraft und Keimgewicht des Weizens. 


Tabelle Il. 


Einflu8 von Athylalkohol in verschiedenen Konzentrationen auf die Trieb- 
kraft und das Keimgewicht von Hohenheimer Dickkopfweizen. 




















se C,H,OH Triebkraft nach Tagen ; Keim- 
r. 7 8 9 10 12 14 gewichnt 
1 1 75 76 80 97 102 102 10,2 
2 5 90 85 92 102 102 102 104 
3 20 29 33 41 53 55 5D 4.6 
4 40 0 0 0 0 t it 0 
5 69 0 0 0 0 0 0 0 
6 8) 5 14 19 24 24 34 1.6 
7 96 29 48 54 65 65 65 6. 
8 unbehandelt 77 83 6 96 100 100 10.0 
70 " 
> | 
rS | 
= 
S 
& 5+ cela 
ra 
| 
| 
CoHs OH 
0 J 
40 60 700 
Losung in Ye 
Abb. 1. 


Bei Anwendung von Athylalkohol fallen anfangs die Triebkraft- 
zahlen mit zunehmender Konzentration, erreichen bei etwa 40°, Athyl- 
alkohol ein Minimum (Keimgewicht = 0) und steigen bei Konzen- 
trationen iiber 60°, wieder an (Keimgewicht 1,6, 6,0). 

Das Auftreten eines Keimungsminimums bei Anwendung von 


40 °,igem Athylalkohol widerspricht der stetig bis zu den héchsten 
Konzentrationen zunehmenden Erniedrigung der Oberflachenspannung 
(s. Tabelle 1). Man sollte erwarten, daB die schidigende Wirkung des 
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eo . . . . . . 
Alkohols standig zunimmt und nicht nach Uberschreitung einer 
wissen Konzentration wieder abnimmt. Im folgenden wurde nach 
einer Erklarung fiir diesen scheinbaren Widerspruch gesucht. 


Das Weizenkorn besteht vorwiegend aus EiweiBstoffen und Stark: 
EiweiBstoffe sind die Hauptbestandteile des Keimlings, Starke der 
Hauptbestandteil des Mehlkérpers. Wenn Alkohole die Keimung des 
Kornes aufheben, so erleiden die genannten kolloiden Stoffe (Eiweii 
Starke) irreversible Zustandsainderungen. Das lebensfihige Korn 
welches man sich aus verschiedenen Gelen zusammengesetzt denken 
kann, muB einen gewissen Prozentsatz Wasser — Dispersionsmitte| 
enthalten. Sinkt der Gehalt an Dispersionsmittel unter eine optimal 
Grenze, so verliert das Korn seine Keimfahigkeit, das reversible (e| 
geht in den irreversiblen Zustand iiber, ein Vorgang, der bei lang 
jahriger trockener Lagerung von selbst eintreten kann. Entzug von 
Dispersionsmittel ist auch notwendig, wenn man eine kolloide Lésung 
in ein Gel umwandeln will und insofern als man beim Gel wiederum 
durch Wasserentzug den irreversiblen Zustand, den Geltod herbeifiihren 
kann, kann man das Gel auch als eine héchst konzentrierte Lésung 
auffassen und irreversible Veranderungen, wie sie durch Athylalkoho! 
hervorgerufen werden, als Fiallungserscheinungen betrachten. — Di 
Fallungswirkung der Alkohole ist in den niederen Konzentrationen 
geringer als in den héheren. Um die Keimkraft des Kornes aufzuheben 
miissen sie bis zu einer gewissen Tiefe eindringen. Diese Tiefenwirkung 
kann bei den héchsten Alkoholkonzentrationen dadurch verringert 
werden, daB vermége der stairksten Fallungskraft bereits in den auBeren 
Kornschichten so dichte Fallungszonen entstehen, daB ein Tiefer- 
eindringen des Alkohols verhindert wird. Auf diese Weise kénnte das 
Auftreten eines Keimungsminimums bei Anwendung von 40°, iger 
Athylalkohollésung verstandlich werden. 


Es bleibt dann allerdings noch zu erkliren, wie es dem Wasser 
mit seinem geringeren Permeierungsvermégen beim Keimungsvorgang 
(z. B. Tabelle 11) méglich ist, diese dichten Fallungszonen zu durch- 
dringen. Wiirde das Wasser nur kurze Zeit auf das Korn einwirken 
so ware ihm der Weg ins Innere des Kornes versperrt. Die Keimung 
erfordert aber eine ganze Reihe von Tagen, die Einwirkung des Wassers 
erstreckt sich also auf einen verhaltnismaBig sehr langen Zeitraum 
der es erméglicht, die Zwischenraume der Fallungszonen zu lockern 
und die tiefer liegenden nur wenig veranderten Kolloide zum Quellen 
zu bringen. 


Wahrend man aus den angefiihrten Versuchen den EinfluB des 
Athylalkohols auf das mehrzellige Weizenkorn kennenlernte, wird in 
Tabelle III die Wirkung auf die Brandsporen gezeigt. 
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Tabelle III. 


Kinflu8 von Athylalkohol in verschiedenen Konzentrationen auf die 


Keimung von Brandsporen. 





Keimung der Brandsporen nach Tagen 


C,H,;OH 

Nr 

Fo 4 5 6 7 4 10 12 
1 4 1 2 3 4 4 4 4 
y) . 1 ) 3 4 4 4 4 
3 16 l 2 3 4 4 + 4 
4 20 1 2 4 4 4 4 4 
5 40 0 0 0 0 0 0 0 
6 60 0 0 0 0 0 0 0 
7 80 l 1 l 1 2 2 2 
8 96 1 1 2 2 ; 4 4 
9 unbehandelt 3 4 4 + + 4 4 


Die Brandsporen wurden allgemein eine Stunde mit den Lésungen 
behandelt, filtriert und mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen, um 
eine Nachwirkung beim Trocknen auszuschalten. Die Sporen kamen nach 
der Erdmethode (11) zur Aussaat. Die erste Beobachtung erfolgte 4 Tage, 
die letzte 12 Tage nach Aussaat. Die Zahlen in den Tabellen bedeuten: 

0 keine gekeimten Sporen, 
l vereinzelte Keimung, 

2 = maBige Keimung, 

3 = zahlreiche Keimung, 

4 sehr zahlreiche Keimung. 


Athylalkohol (s. Tabelle II1) verhindert in etwa 40°,iger Lésung 
die Sporenkeimung. In 80° iger und 96% iger Lésung aber keimen 
die Sporen teilweise sehr zahlreich. Athylalkohol zeigt also mit dem 
Auftreten eines Keimungsminimums bei der Behandlung der Brand- 
sporen das gleiche Verhalten wie beim Korn. 


Ll. Einflu8 von Athylalkohol in Kombination mit Sublimat auf das Weizenkorn 
und Sporen von Tilletia tritici. 


Eingangs wurde bereits erwaihnt, daB Brandsporen die Ursache 
fiir die Ansteckung der Weizenkeimlinge und damit der Bildung der 
Brandahren sind. Heute noch verursacht der Steinbrand des Weizens 
groBen Schaden. Durch Beizen des Saatgutes kann man die Keimung 
der am Korn haftenden Sporen verhindern, ohne die Keimung des 
Korns zu beeintrachtigen (4). Als Beizmittel stehen zurzeit Praparate 
im Vordergrund, die Quecksilberverbindungen als wirksamsten Be- 
standteil enthalten. Um zu untersuchen, in welcher Weise durch Zusatz 
oberflachenaktiver Stoffe zu Beizlésungen die Beizwirkung beeinfluBt 
werden kann, kombinierte man Sublimatlésungen (als einfachste queck- 
silberhaltige Beizlésung) mit Athylalkohol. 
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Aus Tabelle IV, Abb. 2 ist die Wirkung des Sublimats allein auf 
die Triebkraft und das Keimgewicht des Weizens zu entnehmen. 


Tabe lle 1 V. 


Einflu8 von Sublimat in verschiedenen Konzentrationen auf die Triebkr 
und das Keimgewicht von Hohenheimer Dickkopfweizen. 





Nr. Sublimat Triebkraft nach Tagen - Keim. 
, Hg 7 8 9 10 11 12 14 — 
1 O05 0 0 0 0 0 0 0 0) 
2 0.4 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 03 0 0 0 0 0 0 g 07 
4 0.2 0 0 7 16 25 41 44 2.2 
5 01 0 67 92 92 99 106 108 &.9 
6 0.06 5 46 100 110 115 115 115 11,5 
7 0.04 1 9? 100 109 106 106 108 12.0 
8 0.01 60 104 104 106 106 107 107 10.8 
9 unbehandelt 74 82 90 94 97 97 100 10.0 








0,1 °,ige und héherprozent igi 
J \ | Quecksilberlésungen verursachen 
Hey eine zunehmende Schadigung des 
Korns. Bei den Konzentrationen 
0,01 bis 0,06 & Quecksilber liegen 
5 Triebkraft und Keimgewichit 
hoher als unbehandelt, worin eine 
cz, feizwirkung (9) (Stimulation 
durch Quecksilber zum Ausdruck 
37 G2 G3 %Hg 04 kommt. Reizwirkung und Schadi- 
Abb. 2. gung zeigt auch der Verlauf de: 
Kurve in Abb. 2. 
Durch die Kombination von Quecksilber mit Athylalkohol kénnt« 
theoretisch das Keimgewicht in verschiedener Weise beeinfluBt werden 
Zieht man ein Zuriickdrangen der lonisation in Betracht, so wiirde die 
Giftwirkung sich nicht erhéhen, sondern sie wiirde abgeschwacht werden. 
Es ware andererseits auch méglich, daB durch das leichte Eindringen 
des Alkohols in die Zellen der Angriff des Sublimats erleichtert, dic 
Giftwirkung verstarkt wird. 

Aus Tabelle V ergibt sich, daB das Keimungsminimum fiir dik 
Kombination C,H,OH + Hg (0,01 bis 0,1°%) bei Zusatz von etwa 
40°, C,H,OH beginnt und bei Zusatz von 60%, C,H,OH endet. Man 
erhalt also fiir das Keimungsminimum die gleichen Konzentrationen 
wie die Keimgewichte von C, H,O H allein ergaben. Bei héheren Konzen- 
trationen verschiebt sich der Beginn des Keimungsminimums imme! 
mehr nach links, d.h. es beginnt in immer niedrigeren Alkohol- 
konzentrationen. Die Keimgewichtszahlen nehmen nicht den niedersten 
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Keimgewicht 
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Wert an, den Quecksilberlésung oder Athylalkohollésung fiir sich allein 

ergaben, sondern sie sinken unter die Werte der Kombinationsfaktoren. 

Der Zusatz von Athylalkohol zu Sublimatlésungen erhéht also die 

Giftwirkung (mit Ausnahme bei der Kombination 0,01 °, Quecksilber 
Alkohol in verschiedenen Konzentrationen). 


Tabelle £ 
Athylalkohol und Sublimatlésungen. 
Einflu8 auf das Keimgewicht. 


(Die Zahlen geben die Keimgewichte nach 14 Tagen an.) 





Sublimat- Bei Zusatz von C,H,;OH in Lésungen von C,H,;OH 
Nr losung od a 
Hg 0 1 5 20 40 60 80 99 

0 10.2 10.4 4.6 0 0 1.6 6.0 
1 05 0 0 0 0 0 0 0 5.2 
2 0.3 0.7 0 0 0 0 0 0 9.6 
3 02 992 01 0 0 0 0 O8 7.2 
4 01 8.9 2.7 2.6 1,0 0 0 3.6 7.4 
5 0,06 11.8 7.1 6.8 3.8 0 0 3.6 S.4 
6 0.01 10.8 12.7 9.6 8.4 0 0 3.8 7.4 
7 unbehandelt 10.0 - — — 10,0 


Tabelle Vi. 
Athylalkohol und Sublimatlésungen. 
EinfluB auf die Keimung der Brandsporen. 


(Die Zahlen geben die Keimung der Brandsporen nach 12 Tagen an.) 





: Sublimat- Bei Zusatz von C,H,OH in Lésungen von C,H;OH 
Nr lésung 
%'>o Hg 0 4 Ss 16 20 ) 0 80 9 
0 - 4 4 4 4 0 0 4 4 
l 0,02 0 0 0 0 0 — _ 
2 0,01 0 0 0 0 0 — 
3 0.0075 0 0 0 0 — — 
4 0,005 1 | l 2 0 0 4 4 
5 0,004 2 — _— 2 2 0 0 4 4 
6 0,003 2 — 2 2 0 0 4 4 
7 0.002 3 4 4 0 0 4 4 
8 0,001 4 — 4 4 0 0 4 4 
9  0,0005 4 - 4 4 0 0 4 4 
10 unbehand. 4 4 4 4 4 4 4 4 4 


Im Gegensatz zum Weizenkorn konnte bei Brandsporen keine 
verstarkte Wirkung durch die Kombination Alkohol -+ Sublimat 
eizielt werden. 


II. Einflu8 von Athylalkohol auf die Quellung des Weizens. 
Die vorausgehenden Untersuchungen gaben bereits Veranlassung, 
Quellungs- bzw. Entquellungsvorginge zur Deutung von Zustands- 
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anderungen des Korns heranzuziehen. Quellungsversuche sollen im 
folgenden den EinfluB von Alkohol auf die Quellung niher kenn. 
zeichnen. 

Bei derartigen Versuchen bringt man im allgemeinen den quellfahige: 
Stoff in einen Uberschu8 der Lésung, trennt ihn von der Lésung und be 
stimmt nach oberflachlichem Trocknen das Gewicht. Um diese Methode 
zunadchst bei unbehandeltem Weizen auszuprobieren, brachte man je 25 ¢ 
bei Zimmertemperatur in je 100cem Wasser. Zum Vergleich legte man 
(wie bei der Keimpriifung) je 25 g Weizen in feuchtes Filtrierpapier, bei 
welchem das Wasser im Gegensatz zum ersten Versuch nur in beschrankter 
Menge geboten wird. Nach gewissen Zeitabstaénden saugte man das Wasser 
auf einer Nutsche ab, trocknete mit Filtrierpapier und bestimmte dir 
Wasseraufnahme. 


Die Wasseraufnahme des Weizens aus 100 ccm Wasser und aus 
feuchtem Filtrierpapier ergibt sich aus Tabelle VII, Abb. 3 (Kurve | 
zeigt die Wasseraufnahme des Weizens in feuchtem Filtrierpapier 
Kurve II die Wasseraufnahme in 100 ccm Wasser). 

Tabelle VII. 
EinfluB des Wassers auf die Quellung des Weizens. 


(Nr. 1 bis 3 = Quellung in feuchtem Filtrierpapier, Nr. 4 bis 6 Quellung 
in 100 cem Wasser, D = Durchschnitt, R = w. Schwankung.) 





Aufgenommene Menge Wasser in g nach Stunden 














Nr. . , pan — 
13%/5 211/g 35 45 62 83 131 
l 4,29 5.51 7,17 8,14 _— 
2 4.67 5,74 7,42 8,80 10,35 12,46 20,48 
3 4,51 5,76 7.4 8,72 10,22 12,50 20,74 
D. 4,49 5,67 | 7,34 8,55 10,29 12,48 20,61 
R. + 0,08 + 0,06 + 0,07 + 0,17 + 0,05 + 0,02 + 0,11 
+ 9,25 10,78 12,30 13,25 
5 9,29 10,84 12,32 13,43 14,47 15,46 17,36 
6 9,26 10,91 12,45 13,42 14.67 15,56 17,90 
D. 9,27 10,84 12,35 13,36 14,57 15,51 17,63 
R. +0,01 +003 +0,03 +005 +008 +0,04 + 0,22 
20 Aus den Zahlen ist zu erkennen 
TT daB der Weizen anfangs in 100 ccm 
& z Wasser annahernd doppelt  sovie! 
Ss Wasser aufnimmt als in feuchtem 
Sw Filtrierpapier. Wie auch die Kurven 
§ zeigen, ist die Wasseraufnahme in 
& den ersten Stunden am_ gréBbten 
8, Nach 131, Stunden ist sie eine gleich- 
a maBige, die beiden Kurven (I und 
t 
- + ate ” Il Abb. 3) laufen fast parallel bis 


Abb. 3 etwa 50 Stunden; nach 50 Stunden 
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verlangsamt sich in 100 ccm Wasser die Wasseraufnahme immer 
mehr, ein Zeichen dafiir, daB der Quellungsvorgang durch die Ent- 
quellung, einen Lésungsvorgang, allmahlich abgelést wird. Es kann 
also der Quellungsversuch in iiberschiissigem Wasser nur bis etwa 
50 Stunden ausgedehnt werden. In Filtrierpapier dagegen beginnt 
nach 50 Stunden der Weizen zu keimen und damit der Wasser- 
bedarf sich zu steigern, was auch aus dem starken Ansteigen der 
Kurve I Abb. 3 zu erkennen ist. Nach 50 Stunden wurden die sich 
entwickelnden Keimlinge und Wurzeln mitgewogen, trotzdem wird 
man den Versuch als Quellungsversuch ansehen diirfen, da andere 
Wachstumsfaktoren auBer denen, die in Zusammenhang mit den 
Vorratsstoffen des Korns stehen, fiir diese Zeiten fast nicht in 
Betracht kommen. Nach 45 Stunden hatte der Weizen in Filtrier- 
papier 8,55 g, in 100 ccm Wasser 13,43 g aufgenommen. 

Da bei den Quellungsversuchen mit Alkohol die Einhaltung 
méglichst natiirlicher Versuchsbedingungen geboten erschien, war 
die Frage zu klaren, ob mit vermehrter Wasseraufnahme auch in 
spiiteren Keimungsstadien des Korns, z. B. nach 14 Tagen, eine erhéhte 
Gewichtszunahme der Pflanzen verbunden ist. Um dies festzustellen, 
wurde der Versuch Nr. 1 Tabelle VII (Quellung von 25g Weizen in 
Filtrierpapier) und Nr. 4 (Quellung in 100 cem Wasser) nach 45 Stunden 
unterbrochen und mit diesen Weizenproben in Tierbkraftschalen Trieb- 
kraftversuche angelegt. Nach 14 Tagen bestimmte man wie tiblich das 
Keimgewicht. Es wurde folgendes gefunden: 


1. Weizen aus Probe Nr. 1 Tabelle VII (mit 8,14 ¢ Wasser nach 
45 Stunden). 


Triebkraftversuch a) Keimgewicht 15,9 
99 b) - 15,9 
2 c) 15.9 


2. Weizenprobe Nr. 4 Tabelle VII (mit 13,25g Wasser nach 
45 Stunden). 


Triebkraftversuch a) Keimgewicht 16,0 
” b) - 16,0 
” c) es 16.6 


Man sieht, daB die Pflanzen beider Weizenproben nach 14 Tagen 
ihr Gewicht fast vollkommen ausgeglichen haben, daB also die vermehrte 
Wasseraufnahme im Anfangsstadium des Keimens kein vermehrtes 
Erntegewicht nach 14 Tagen zur Folge hat. 

Danach schien es, daB die Versuche mit Alkohol in iiberschiissige: 


Fliissigkeit durchgefiihrt werden kénnen. Man behandelte je 25¢ 


Weizen mit verschiedenen Konzentrationen von Athylalkohol (1 bis 96) 
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eine Stunde lang, trocknete, legte je 25g Weizen in 100 ccm Wasser 
Es ergab sich, daB alle Versuchsproben nach 50 Stunden fast gleich 
viel Wasser aufgenommen hatten, daB bei der Quellung in Wasser 
die Vorbehandlung mit Alkohol tiberhaupt nicht zur Geltung kam. Fs 
mag sich dies vor allem daraus erkliren lassen, daB Schadigungen des 
Korns in erster Linie den Keimling treffen. Das Gewicht des Keimlings 
betragt nur etwa 2 bis 3% des ganzen Korngewichts, die Hauptmass 
nimmt der tiberwiegend aus Starke bestehende Mehlkérper ein. Wenn 
daher der Mehlkérper bis zur optimalen Grenze Wasser aufnimmt, so 
kann eine etwaige geringere Wasseraufnahme des Keimlings im Gewich 
kaum in Erscheinung treten. Es kénnen u.a. auch kolloid-chemisch 
Vorgiinge eine Rolle spielen insofern, als die EiweiBstoffe des Keimlings 
geringere Quellungsgeschwindigkeit besitzen als die Starke des Mehl. 
kérpers. Uber 50 Stunden kann der Quellungsversuch (s. Seite 125 
nicht ausgedehnt werden, man muBte sich deshalb zu einem Versuch 
in feuchtem Filtrierpapier entschlieBen. Es wurden wieder je 25, 
Weizen mit verschiedenen Alkoholkonzentrationen eine Stunde lang 
behandelt und der getrocknete Weizen in feuchtes Filtrierpapier gelegt 
Nach gewissen Zeiten bestimmte man die Wasseraufnahme. Zum 
Vergleich wurden 25g Weizen eine Stunde in Wasser vorbehandelt 
weitere 25g nicht mit Wasser behandelt und ebenfalls in feuchtes 
Filtrierpapier gelegt. Aus Tabelle VIII ergibt sich, daB auch in feuchtem 
Filtrierpapier nach 69 Stunden noch keine nennenswerten Unterschied 
in der Wasseraufnahme zu bemerken sind. Erst nach 93 Stunden 
noch deutlicher nach 147 Stunden kommt die verschiedene Vorbehand 
lung zur Geltung. Nach 147 Stunden hatte der mit 1°%iger Athy! 
alkohollésung vorbehandelte Weizen 18,06 g Wasser aufgenommen 
der nur mit Wasser vorbehandelte 17,58 g und der unbehandelte Weizen 
(Nr. 7 Tabelle VIII) nur 11,66 g. 


Tabelle VIII. 


Einflu8 von Athylalkohol auf die Quellung des Weizens. 
(Quellung in feuchtem Filtrierpapier, D.) 





N C,0;CH Aufgenommene Menge Wasser in g nach Stunden 
Nr. i —* = ee nieieeae sasily 
%o 4 23 69 93 147 

1 1 1,99 5.46 8.76 10.83 18.06 
2 10 1,91 5,31 8.36 10,07 15,93 
3 20 1,71 5,12 8,04 9,97 15,23 
4 50 1.87 5,38 8.62 9.67 10,85 
5 96 1,69 5,42 8,58 10,02 14,05 
6 unbeh., 1 Std. mit 

Wasser behandelt 1,97 5,06 8,31 10,26 17,58 


7 unbeh., nicht mit 
Wasser behandelt 1,46 4,39 8.14 9,33 11,66 
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Bei Anwendung héherer Alkoholkonzentrationen sinkt die Wasser- 
aufnahme immer mehr und erreicht bei Anwendung 50 °,iger Alkohol- 
jésung ahnlich wie bei den Triebkraft- und Keimgewichtsbestimmungen 
ein Minimum (10,83 g). 

Aus den vorliegenden Quellungsversuchen ist ersichtlich, dab 
Schidigungen des Korns bei Behandlung mit Athylalkohol erst dann 
in einer verminderten Wasseraufnahme zu erkennen sind, wenn der 
Keimling sich zu entwickeln und Wurzeln zu treiben begonnen hat. 
Man darf ferner aus den Versuchen schlieBen, daB Keimgewichts- 
bestimmungen nach 14 Tagen, bei welchen das Wurzelgewicht nicht 
beriicksichtigt wird, ein durchaus richtiges Bild iiber verschiedene 
Zustandsinderungen des Weizenkornes zu geben imstande sind. Die 
Quellungsversuche mit Athylalkohol stehen im Einklang mit friiher 
gewonnenen Resultaten. 


IV. Beizmittel und oberflichenaktive Stoffe. 


Man hat gefunden, daB Athylalkohol in Kombination mit Queck- 
silberlésungen imstande ist, die Wirkung des Quecksilbers zu erhéhen, 
indem er vermége seiner Oberflachenaktivitét das Eindringen des 
Quecksilbers erleichtert. Die Beobachtungen wurden in so hohen 
Konzentrationen gemacht, wie sie in der Praxis bei Anwendung ge- 
brauchsfertiger Beizlésungen kaum vorkommen. Alkohol verhalt 
sich in bezug auf Reaktionsfihigkeit ziemlich indifferent. Man kann 
sich aber vorstellen, daB ein und dieselbe Verbindung (z. B. eine 
organische Quecksilberverbindung) die neben groBer Reaktionsfahigkeit 
(Giftwirkung) noch Oberflachenaktivitat besitzt, bereits in sehr niedrigen 
Konzentrationen ahnliche Wirkungen hervorruft, wie Alkohol in héheren, 
und es kann deshalb der EinfluB der hohen Konzentrationen mit seinen 
groBen Ausschligen bis zu einem gewissen Grade auch fiir die Beur- 
teilung der niederen Konzentrationen oberflachenaktiver Giftstoffe 
herangezogen werden. Untersucht man nach dieser Richtung die 
modernen Beizmittel zur Bekaimpfung der Getreidekrankheiten (wie 
Weizensteinbrand, Haferflugbrand, Roggenfusarium, Gerstenstreifen- 
krankheit usw.) so findet man folgendes: 

Allgemein ist iiber die Beizmittel zu erwahnen, daB die quecksilber- 
haltigen Beizmittel die alteren, wie Formaldehyd, mehr oder weniger 
verdringt haben, weil sie insbesondere neben guter Wirkung auf die 
Keimungshemmung der Brandsporen groBe Unschadlichkeit (auch 
bei unvorsichtiger Uberschreitung der Gebrauchskonzentration) in 
bezug auf das Saatgut in sich vereinen. 


Es wurden Lésungen einer Reihe von bekannten Beizmitteln mit 
dem Traubeschen Stalagmometer gemessen. Man fand, daB Form- 
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aldehyd (s. Tabelle IX) bereits in der Konzentration, wie sie fiir d\ 
Praxis tiblich ist (= 0,1 °% ig), die Oberflichenspannung des Wassers 
erniedrigt. (Die konzentrierte 40°,ige Formaldehydlésung enthalt 
immer einen gewissen Prozentsatz von Methylalkohol, etwa 12 


welcher die Bildung von Paraformaldehyd verhiiten soll. Dem Geha| 
an Methylalkohol ist aber nur ein Bruchteil der gemessenen Steighéh« 
zuzuschreiben. 

Tabelle 1X. 


Oberflachenspannung und Formaldehydlésungen. 





(Es wurde die Steighéhe S gemessen.) 
Nr HC OH-Lésung ‘ Nr. HCOH-Lésung , 
0 W asser 113 5 0.4 111.9 
1 0.02 113 6 1.0 109.3 
2 0.04 113 7 5.0 99.7 
3 0,1 112,7 8 10,0 91,7 
4 0,2 112.3 q 40,0 66.2 





Tabelle X. 


Oberflachenspannung und Lésungen von Segetan-Neu. 





(Es wurde die Steighéhe S gemessen.) 
. Seg nsNe i Ss tan-N 
Nr. — eu © Nr. _ n eu g 
0 W asser 113 4 1.0 Loo 
1 0,1 99 5 5.0 100.3 
2 02 99.3 6 90.0 107 
3 0.4 99.7 7 100.0 89 


Unter den quecksilberhaltigen Mitteln wurde nur ein (fliissiges) 
Priparat gefunden, welches die Oberflichenspannung des Wassers 
erniedrigt Segetan-Neu (s. Tabelle X). 

(Die chemische Zusammensetzung von Segetan-Neu ist uns nicht 
bekannt, deshalb kann auch keine Erklaérung dafiir gegeben werden, da 
niedrigere Segetan-Konzentrationen die Oberflichenspannung des Wassers 
mehr erniedrigen als héhere. Jedenfalls liegt hier kein einheitlicher Stoft 
sondern eine Mischung von Stoffen vor.) 

Segetan-Neu erniedrigt ebenfalls bereits in der fiir die Praxis 
iiblichen Konzentration (0,1 °,ige) die Oberflachenspannung des Wassers 

Nach den in Teil I und II gemachten Erfahrungen miiBten di 
beiden Beizmittel Formaldehyd und Segetan-Neu vermége ihrer Ober 
flachenaktivitat tiefer in das Weizenkorn eindringen als Beizmitt: 
welche die Oberflichenspannung des Wassers nicht erniedrigen. Dir 
Gefahr der Schidigung der Keim- und Triebkraft wire daher bei den 


erstgenannten Beizmitteln eine gréBere. 
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Tabelle XJ. 


EinfluB verschiedener Beizmittel auf die Triebkraft und das Keimgewicht. 





Mitte! lriebkraft nach Tagen Keim 


7 8 9 10 i 12 14 Svwtene 


A. Beizmittel, welche die Obertlichenspannung des Wassers erniedrigen 


1. Formaldehyd. 





0.1 %oig) 52 66 69 73 75 78 79 6.4 
b) 0,2 %ig? T. 4/4 Std 36 49 59 60 61 61 62 4.9 
0.4 igh am 9 11 11 il 2 07 
hehandelt. . . . 83 90 96 97 100 100 100 10.0 
2 Segetan-Nen. 
0.1 “sig 79 SY 93 99 9Y 112 112 S.1 
0.2% ig? T. 44 Std 85 93 98 101 103 103 105 6.6 
04° ig 51 68 79 82 5 a0 et) 5.1 
Unbehandelt . 83 G0 96 97 100 100 100 10.0 


> 


B. Beizmittel, welche die Oberflachenspanuung des Wassers nich? erniedrigen 


1. Germisan. 


2) 0.25 °, ig 101 102 102 104 104 104 105 10.5 

b) 0.5 °&.ig) T. 2, Std 68 G4 GS 100 101 101 101 11.0 
1.0 ° Vig : 20 72 95 98 98 98 101 8.9 

Unbehandelt. . . . 83 90 96 97 100 100 LOO 10,0 
2. Urania-Beize 

a) 0,25 °, ig 96 101 103 103 107 107 108 10.5 

b) 0.5 % ig! T. 1 Std 105 105 105 105 107 107 107 12.0 
1.0 %ig gy 101 103 105 109 109 112 10.1 

Unbehandelt. . . . 83 90) 46 97 100 100 100 10,0 


3. Uspulun. 


a) 0.5 °oig 83 99 102 102 105 105 108 12,9 

b) 10°. ig) T. 1 Std. 89 103 105 106 108 108 108 11.9 
20° ig 55 79 G5 G8 100 100 108 11.3 

Unbehandelt. . .. 83 90 46 97 100 100 100 10.0 
4. Hochst. Uniy.-Bz 

a) 0,25 °, ig 77 92 103 120 120 120 120 10,4 

b) 05 °.ig}) T. 1Sta 69 78 100 108 118 123 125 10,7 
1,0 ig 20 27 49 67 s4 105 110 7.9 

Unbehandelt. . . . 83 90) 96 97 100 100 100. 100 
>. Agfa-Saatbeize. 

a) 0,25 ig} 76 85 99 102 104 104 104 10.5 

b) 05 ig! T.} 2 Std. 29 69 87 93 OD YY 103 5.5 
10 ° Vig 1 29 62 73 85 Oo) 95 7.5 

Unbehandelt. . . . 83 90 46 97 100 100 100 10,0 


Um dies festzustellen, priifte man Triebkraft und Keimgewicht 
von Hohenheimer Dickkopfweizen bei Behandlung des Korns 

A. mit Formaldehyd und Segetan-Neu, 

B. mit Beizmitteln, welche die Oberflachenspannung des Wassers 
nicht erniedrigen (s. Tabelle X1). 

Die Versuche wurden in drei Konzentrationen durchgefiibrt, 
a) in der normalen Gebrauchskonzentration, b) in der zweifachen 
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Gebrauchskonzentration, c) in der vierfachen Gebrauchskonzentrat 

um zu sehen, welche Sicherheit die einzelnen Mittel gegen etwaiy: 
Uberschreitung der normalen Konzentration bieten. Die Versuchs 
ergebnisse wurden wiederum auf eine Triebkraft ,, Unbehandelt* 100 
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und ein Keimgewicht ,,Unbehandelt* 


10 umgerechnet. Die Ver t 
suchsergebnisse der Tabelle XI kamen gleichzeitig graphisch in Abb. 4 ! 
bis 10 zur Darstellung. Die Kurven zeigen Triebenergie und Trieb d 
kraft nach 14 Tagen. Die Endpunkte fiir die Triebkraft nach 14 Tagen l 


wurden mit einer Saiule verbunden (punktierte Linie), auf welcher 
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das Keimgewicht zum Ausdruck kommt. Dabei wurde die Triebkraft 
von Unbehandelt = 100 auf gleicher Héhe mit dem Keimgewicht 
von Unbehandelt = 10 angenommen. 

Insbesondere die Zeichnungen lassen klar erkennen, daB die 
Schadigungen des Korns bei Anwendung von Formaldehyd und Segetan- 
Neu gréBer sind als bei Germisan, Urania-Beize, Uspulun, Universal- 
beize, Héchst und Agfa-Saatbeize (das Resultat kann durch Feld- 


versuche belegt werden). 
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Abb. 8. Uspulun. 


Bemerkenswert ist bei Segetan-Neu, daB die Triebkraftzahlen 
teilweise héher als Unbehandelt liegen, wahrend die Keimgewichte 
auch in der normalen Gebrauchskonzentration niedriger als Unbehandelt 
sind. Formaldehyd schadigt bereits in normaler Gebrauchskonzen- 
tration. (Es kommt hier gleichzeitig eine Wirkung der Lagerung zum 
Ausdruck, da die Triebkraftversuche erst einige Zeit nach dem Beizen 
des Weizens angelegt werden konnten.) Germisan, Uraniabeize und 
Uspulun ergeben auch bei vierfacher Uberschreitung der normalen 
Gebrauchskonzentration keine nennenswerte Schadigung. Universal- 
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beize Héchst schadigt nur bei Anwendung der vierfachen, Agfa-Saat 
beize bei Anwendung der zwei- und vierfachen Konzentration. Ube; 
einstimmend sind aber bei der zweiten Gruppe der Beizmittel Tri: 

kraft- und Keimgewichtszahlen 


der normalen Gebrauchskonzentrat icy 
héher als Unbehandelt. 
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Abb. 10. Agfa Saatbeize. 


Wenn daher bei den Beizmittelversuchen der direkte Nachweis 
nicht gefiihrt wurde, bis zu welchem Grade die Oberflaichenaktivitat 
an der Erniedrigung des Keimgewichts beteiligt ist, so wird man doch 
in Analogie mit friiheren Versuchen die Beteiligung der Oberflachen 
aktivitaét an der Schadigung des Korns als naheliegend bezeichnen 
kénnen. 

Zusammenfassung. 

Bei Einwirkung oberflichenaktiver Alkohole (Methyl- und Athy! 

alkohol) allein auf das Weizenkorn wird in héheren Konzentrationen 


die Keim- und Triebkraft vernichtet. Die Schadigung steigert sic! 


nicht entsprechend der zunehmenden Oberflachenaktivitat der Alkohol 
sondern bei Anwendung von 40- (bis 60-) °,igem At hylalkohol entsteht 
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ein Keimungsminimum., fiir das man eine Erklarung suchte in dichteren 
Fallungszonen, die ein Tiefer-Eindringen des konzentrierteren Alkohols 
verhindern. Das beim Korn beobachtete Keimungsminimum kommt 
bei Brandsporen nur bei Einwirkung von Athylalkohol zur Geltung. 

LaBt man Athylalkohol gleichzeitig mit Sublimat auf das Korn 
einwirken, so erleichtert der oberflachenaktive Alkohol das Eindringen 
des Quecksilbers in die Kornzellen, wodurch eine Erhéhung der Gift- 
wirkung erzielt wird. Die Keimungsminima traten bei den gleichen 
Konzentrationen auf wie bei den mit Athylalkohol allein durchgefiihrten 
Versuchen. 

Quellungsversuche ergaben, daB das Korn etwa in den ersten 
30 Stunden je nach der gebotenen Wassermenge das Wasser sehr ver- 
schieden aufnimmt. Der gréBeren Wasseraufnahme entspricht in 
spiteren Wachstumsstadien (nach 14 Tagen) kein gréBeres Keim- 
gewicht, sondern die Gewichte gleichen sich weitgehend aus 

Unter den Beizmitteln werden Formaldehyd- und Segetan-Neu- 
Lisungen als oberflachenaktiv festgestellt. Die Schadigungen des 
Korns durch die oberflachenaktiven Beizmittel Formaldehyd und 
Segetan-Neu sind in Ubereinstimmung mit erhéhter Giftwirkung 
gréBer als diejenigen durch die oberflacheninaktiven Beizmittel Ger- 
misan, Urania-Beize, Uspulun, Universalbeize Hochst, Agfa-Saatbeize. 
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Uber das Antitrypsin des normalen Serums. 


Von 
L. Utkin-Ljubowzow. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die heutigen Ansichten iiber die Natur des Antitrypsins des nor 
malen Serums kénnen in zwei Gruppen zusammengefaBt werden 

Die erste basiert auf der von Jobling (1) und seinen Mitarbeitern ver 
tretenen Theorie der lipoiden Natur des Antitrypsins, welche anfangs vo. 
vielen Forschern angenommen wurde. Diese durch ihre Einfachheit » 
anziehende Theorie konnte jedoch einer ernsten experimentellen Priifung 
nicht standhalten, verlor allmaéhlich ihre Bedeutung und findet zurzeit 
nur wenig Anhanger. Trotzdem hat sie ihre nicht unbedeutende Rolle in 
der Erforschung der Natur des Antitrypsins gehabt, da die zur Kontrol: 
dieser Theorie aufgestellten Untersuchungen die Bearbeitung dieser Frag: 
bedeutend vorwarts brachten. Der andere Standpunkt schreibt dem Ant 
trypsin eine EiweiSnatur zu und betrachtet die antitryptische Wirkung 
des Serums als eine Eigenschaft seiner EiweiS8stoffe und erklart diese 
Wirkung durch ihren hohen Hydratations- und Dispersitatsgrad [Schierge (2 
Von diesem Standpunkt aus verankert (adsorbiert) das Serumeiweil) 
(Albumin) das Trypsin, demgegeniiber es ziemlich resistent ist, und ver 
hindert, ohne selbst gespalten zu werden, die Wirkung des Ferments 
Hedin (3), welcher als erster die Bedingungen der Bindung des Trypsins 
mit dem Serum ausfiihrlich untersucht hat, wies auf eine Ahnlichkeit diese: 
Erscheinung mit derjenigen der Adsorption hin. Wie bekannt, mu8 jede: 
Adsorbent eine stark entwickelte Oberfliche haben, das Serumalbumi: 
aber, mit seinem hohen Dispersitétsgrad, miiBte gerade so eine Oberflacly 
besitzen. Andererseits fand Schierge, daB alle Stoffe, welche zur Vernichtung 
oder Abschwichung der antitryptischen Eigenschaften des Serums an 
gewandt wurden, wie z. B. Chloroform, Aceton usw., zu einer Veranderung 
des Dispersitatsgrades der Serumproteine nach der Seite seiner Verminderung 
fiihren; dis damit verbundene Oberflachenverminderung der kolloidalen 
Teilchen, folglich auch eine Verminderung der Adsorptionsfahigkeit, fiihrt 
zu einer Schwichung oder einem ganzlichen Verlust der antitryptischen 
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Eigenschaften. Wir kénnen daraus ersehen, daB die Theorie einer anti- 
tryptischen Wirkung des Serumeiweibes, wie es scheint, auf einer festen 
Rasis ruht. Trotzdem besitzt sie einige unklare Punkte. Zuallererst waren 
vom Standpunkt dieser Theorie die bedeutenden Schwankungen des 
\ntitrypsinsgehalts im Serum, welche bei verschiedenen Erkrankungen im 
Organismus beobachtet werden, schwerlich zu erklaren; das Blut ist be- 
kanntlich ein sehr stabiles System und zeigt z. B. hinsichtlich der Kon- 
zentration der Wasserstoffionen eine bemerkenswerte Konstanz (4), diese 
muB aber als ein Hauptfaktor betrachtet werden, welcher die Eigenschaften 
des EiweiBes, folglich auch seine Dispersitat bestimmen. AuBerdem diirfte 
diese Theorie schwerlich zur Erklarung solcher Tatsachen dienen, wie die 
n den Arbeiten von Stawraky (5) und Niskowsky (6) beschriebenen, wo 
der Antitrypsingehalt des Serums nach einer Exstirpation der Speichel- 
driisen bedeutend sank. Niskowsky beobachtete auBerdem einen ziemlich 
hohen Antitrypsingehalt in der Spiilfliissigkeit, welche die GefaBe einer 
isolierten Hundespeicheldriise passierte. Alles dieses spricht gegen die 
Méglichkeit einer Identifizierung von Antitrypsin und Serumalbumin. 
Zweifellos besitzt das hochdisperse und stark hydratisierte Serumeiweib 
die Fahigkeit einer antitryptischen Wirkung, sehr wahrscheinlich kann 
diese Wirkung auch beobachtet werden, das gibt uns aber noch kein Recht 
zu behaupten, daB das Serum keine anderen trypsinbindenden Stoffe 
enthalt, und daB8 eine Verainderung im Gehalt eines solchen Stoffes die 
Schwankungen des antitryptischen Indexes in ziemlich weiten Grenzen, 
wie es bei einigen Erkrankungen beobachtet wird, bedingt. 

In dieser Weise kommen wir von neuem zu der Uberzeugung, daB 
unsere Kenntnis der Eigenschaften des Antitrypsins noch ungeniigend 
ist, da nur auf dem Wege eines erschépfenden Studiums dieses so 
interessanten Faktors (ich will ihn nicht mit dem Worte ,,Stoff* be- 
zeichnen, da vom Standpunkte der oben erwahnten physikalisch- 
chemischen Theorie aus, die auch von Schierge unterstiitzt wird, das 
Antitrypsin nur ein Zustand der Serumproteine ist) ein mehr oder 
weniger erschépfender Begriff tiber seine Natur erhalten werden kann 

Um sich von der Mangelhaftigkeit unserer Kenntnisse iiber die 
Eigenschaften des Antitrypsins zu vergewissern, geniigt ein Vergleich 
der von verschiedenen Forschern beim Studium irgend einer seiner 
Eigenschaften, z.B. der Thermolabilitat (7) erhaltenen Resultate. 
Wahrend einige Autoren verschiedene Temperaturintervalle, bei denen 
das Antitrypsin zerstért wird, angeben, und zwar von 56 bis 75°, 
haupten wieder die anderen, daB Antitrypsin koktostabil sei, und in 
keinem einzelnen Falle finden wir den kleinsten Hinweis darauf, ob 
die Bedingungen, unter welchen das Verhalten des Antitrypsins gegen- 
iiber Temperatur studiert wurde, in Betracht kamen. Es ware jedoch 
gewiB von groBem Interesse, eine Vorstellung iiber die Einwirkungen 
verschiedener Faktoren, besonders der Milieureaktion, auf die Zer- 
stérung des Antitrypsins durch Warme zu gewinnen, dieses wiirde 
uns die Méglichkeit geben, einen naheren Begriff iiber seine Natur zu 
erhalten. In der Tat, sollte das Antitrypsin ein kolloidaler protein- 
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artiger Stoff sein, oder ware es nur ein bestimmter physikalisehe; 
Zustand des Serumalbumins (hoher Dispersitats- und Hydratations. 
grad), ihm miiBten schon deshalb die fiir Proteine charakteristischey 
Eigenschaften zugeschrieben werden, welche aus der Zugehérigkeit 
der Proteine zu den amphotiren Elektrolyten hervorgehen. Als ein: 
solche steht an erster Stelle der isoelektrische Punkt, d. h. die Konzen 
tration der Wasserstoffionen, bei welcher ein Minimum von Disso 
ziation der Ampholytmolekiile und ein damit verbundenes Minimum 
von Stabilitaét vorliegt, was durch eine Tendenz der entstandenen 
Teilchen zur Bildung von gréBeren Aggregaten (im Falle eines kolloidalen 
Charakters des Ampholyten) erklart werden kann. Die Mehrzah! der 
Proteine wird in diesen Bedingungen gefallt, und nur solche Protein 
deren Teilchen stark hydratisiert sind, wie z. B. Serumalbumin, bleiben 
in Lésung. Um sie ihrer Stabilitat zu berauben, muB die Hydratation 
ihrer Teilchen vermindert werden, was auf verschiedenen Wegen 
z. B. dureh Erhitzen, erreicht werden kann. 

Angenommen, daB die charakteristischste Eigenschaft des Anti 
trypsins — seine Fahigkeit, Trypsin zu binden — eine Folge seiner 
hohen Dispersitat ist, andererseits, daB es als ein eiweibartiger Stoff 
angesehen wird, miissen wir daraus schlieBen, daB, wenn unsere Ver 
mutungen richtig sind, das Antitrypsin bei bestimmter Wasserstoff- 
ionenkonzentration, welche dem vorausgesetzten isoelektrischen Punkt 
entsprechen mu, eine verminderte Stabilitat verschiedenen LEin- 
wirkungen gegeniiber, speziell dem Erhitzen, besitzen muB. Die La- 
bilitat des Antitrypsins beim Erhitzen muB sich in dem Verlust seiner 
die Trypsinverdauung hemmenden Fahigkeit 4uBern. In dieser Weise 
muB die Abhangigkeit der Antitrypsinzerstérung durch Warme von 
der Wasserstoffionenkonzentration in einer gewéhnlichen Kurve des 
Dissoziationsrestes Ausdruck finden (8). 

Das Ziel dieser Arbeit war eine experimentelle Priifung obiger 
Voraussetzungen. Da es nicht meine Absicht war, die Temperatur- 
grenzen fiir die Widerstandsfahigkeit des Antitrypsins festzustellen 
sondern nur ihre Abhangigkeit von der Reaktion des Milieus, so wahite 
ich nach einer Reihe von Versuchen eine bestimmte Temperatur 
und eine begrenzte Zeit ihrer Einwirkung, welche ich auch in allen 
spateren Versuchen einhielt. Die Temperatur war 65°, die Zeitdauer 
40 Minuten. 


Die Versuche wurden folgenderweise durchgefiihrt: Serum wur«: 
mit Wasser 1:20 verdiinnt. In eine Reihe von Reagenzglasern wurden 
je 5cem Puffer, der aus einer Mischung von n/10 Lésungen von Essigsaéur: 
und essigsaurem Natrium zubereitet war, hinzugegeben, wonach in jedes 
Glas noch 5cem der genannten Serumlésung gegeben wurde; danac!i 
stellten wir alle Glaser gleichzeitig in ein bis 65° erwarmtes Wasserbad 
fiir 40 Minuten. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Reagenzglaser mit 
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kaltem Wasser gekiihlt, aus jedem mit einer Pipette 5cem Fliissigkeit 
itnommen und in kleine Erlenmeyerkolben eingetragen. Die in den 
Reagenzglasern tibriggebliebene Fliissigkeit diente zum Bestimmen von 
auf elektrometrischen Wege. Die Flissigkeit in den Erlenmeyerkolben 
wurde vorsichtig mit einer n/10 NaOQH-Lésung neutralisiert, wonach die 
Volumina mit Wasser ausgeglichen wurden; in jedes Kélbchen gelangten 
un 2,5cem m/3 Phosphatlésung von py 7,5 bis 7,7, um die Trypsin 
erdauung giinstig zu gestalten. Weiter wurden in die Kolben je 1 cem 
Trypsinilésung (Kahlbaum) 1; 1000 in destilliertem Wasser und nach Verlaut 
von 15 Minuten 5cem 1°. iger neutraler Caseinlésung hinzugegeben. Nach 
Zusatz einiger Tropfen Toluol wurden die Kolben gut verkorkt und in einen 
Thermostaten bei 37° fiir etwa 24 Stunden gestellt. Die Arbeit des Trypsins 
wurde durch den Rest-N-Zuwachs im Vergleich mit der Kontrolle bestimmt 
Zu diesem Zwecke wurde die Lésung mit kolloidalem Eisenoxyd enteiweibt 
md der Stickstoff im Filtrat nach Ajeldah! (Mikro) bestimmt. 


Bildete sich wahrend des Erwiairmens des Serums mit der Acetat 
mischung in einigen Reagenzglisern ein Niederschlag von Eiwei® (Globulin), 
so wurde die Fliissigkeit, ehe sie in die Erlenmeyerkolben gelangte, bis zu 
einer regelmaéBigen Verteilung des Niederschlags sorgfaltig umgeriihrt, 
wonach erst die Fliissigkeit mit einer Pipette abgemessen wurde. Bei 
nachfolgender Neutralisation und Zugabe des Phosphatgemisches quol! 
ler Niederschlag ziemlich stark auf, léste sich jedoch nicht. 


In den unten angefiihrten Tabellen wird das makroskopische 
Bild der Fliissigkeit nach dem Erwarmen angegeben. 

Die ersten Versuche wurden mit Kaninchenseris angestellt, und 
zwar mit dreien. In den Tabellen wird nur der Rest-N-Zuwachs wahrend 
des Aufenthaltes der Proben im Thermostaten angegeben, d.h. der 
Unterschied zwischen dem End- und Anfangsgehalt, welcher im Kontroll- 
versuch bestimmt wurde. 


Versuch ]. 





Kaninchenserum § Versuchsdauer 22 Stunden. 
1 2 3 4 5 6 7 
Erwarmen bei py . . 6,03 5,39 4.79 4.47 3.95 3.55 
klar starke kleine | Opaleszenz klar 
Opaleszenz Flocken 
Rest-N-Zuwachs in mg 0.68 1,27 240 1.62 0.78 0.50 0.53 


Ve rauch &. 





Kaninchenserum 1. Versuchsdauer 22 Stunden. 
l 2 3 4 5 6 
Erwarmen bei py 5,71 5,41 5.11 4.72 4.47 
i schwache starke grove feine (palesz 


; 


Opalesz. Opalesz.  Flocken | Flocken 
Rest-N-Zuwachs in mg 0.76 1.63 2.02 2.18 1.71 0,53 
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Die Resultate beider Versuche sind graphisch auf der Abb. | al 
gebildet. Zuallererst sehen wir aus diesen Versuchen, daB eine ganz 
bestimmte Abhangigkeit der Thermolabilitat des Antitrypsins von 
der Reaktion des Milieus existiert, wobei bei einer bestimmten Wasse1 
stoffionenkonzentration ein deutlich ausgepragtes Maximum eine 
Antitrypsinzerstérung durch Warme 
vorliegt. Weiter sehen wir deutlich 
aus Versuch 1, daB8 Antitrypsin 





mq 


durch Saéuren nicht zerstért wird 
da bei einem allmahlichen Ansteigen 
der Aziditaét die Zerstérungskurv: 
des Antitrypsins fallt, ungeachtet 
dessen, daB in meinen Versuchen 
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DH ratur — 65° — angewandt wurde 

Abb. 1 Bei der héchsten von mir ang 

wandten Aziditaét (pa = 3.55) unter 

vorliegenden Versuchsbedingungen wird iiberhaupt keine Antitrypsin 

zerstérung beobachtet (vgl. die Zahlen des Rest-N-Zuwachses det 
Vertikalreihen 6 und 7 im Versuch 1). 

Sehr interessant scheint die nahe Ubereinstimmung der fiir Anti 
trypsinzerstérung optimalen H’-Konzentration mit dem isoelektrischen 
Punkt der Serumproteine. Aus den Tabellen ist zu ersehen, daB Anti 
trypsin besonders stark zerstért wird, wenn eine teilweise Fallung det 
Proteine oder eine Opaleszenz eintritt; beide Erscheinungen hangen 
unmittelbar mit Verminderung des Dispersitatsgrades zusammen 

Die Serie zweier anderer Kaninchen, mit welchen die Versuche 3 
und 4 angestellt wurden, zeigten analoge Resultate. 


Versuch 3. Kaninchenserum 2. Versuchsdauer 22 Stunden. 





1 2 3 4 5 0 7 
Erwirmen bei py .. 6,03 5,56 5.27 4,98 4.68 4.41 4.1 
leichte Tré- | Flocken Trii- schwache klar 
Opalesz. bung bung Opalesz. 
Rest-N-Zuwachs in mg 0,81 2,11 251 2,31 1,75 1,32 0.77 


Versuch 4. Kaninchenserum 3. Versuchsdauer 23 Stunden. 





1 2 3 4 5 6 7 
Erwarmen bei Py . . 6,06 5,55 5,27 4,95 467 438 (4.12 
klar starke Flocken Flocken Flocken leichte klar 

Opalesz. Opalesz 


Rest-N-Zuwachs in mg 0,42 1,62 2.40 2.60 2.68 213 (1,38 
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AuBer dem Parallelismus zwischen der Antitrypsinzerstérung 
und der Bildung von gréBeren Komplexen aus den EiweiBpartikelchen, 
die aus einer Triibung und Flockenbildung bestehen, ist aus diesen 
Versuchen eine interessante Tatsache zu ersehen, daB ein Maximum 
yon Antitrypsinzerstérung fiir verschiedene Sera nicht vollstandig 
gusammentrifft. Da wir der Kontrolle des erwaihnten Parallelismus 
unsere besondere Aufmerksamkeit schenkten und die zu diesem Zweck 
angestellten Versuche weiter angefiihrt werden, wollen wir hier nur 
die Frage der verschiedenen Maxima beriihren. Vergleichen wir die 
Resultate der drei Versuche mit Kaninchenserum, so sehen wir, daB 
die Verschiebung der Maxima keinen zufalligen Charakter tragt, daB 
bei einer Verschiebung des Maximums die ganze Kurve eine Tendenz 
zur Verschiebung nach derselben Richtung hinzeigt. Besonders deutlich 
sehen wir das beim Vergleich der Kurven der Antitrypsinzerstérung 
im Kaninchenserum mit einer gleichen Kurve, erhalten aus einem 
Hundeserumversuch (Versuch 5). 

Es ware voreilig, irgend einen bestimmten SchluB zu ziehen iiber 
die Abhangigkeit einer fiir Antitrypsinzerstérung optimalen Reaktion 
des Milieus von irgend einer Qualitaét des Serums. 

Wenn ich diese Frage trotzdem beriihre, so tue ich es nur deshalb, 
weil vom theoretischen Standpunkt aus die Existenz so einer Abhangig- 
keit nicht unméglich ware. Es ist hier von einer Abhangigkeit zwischen 
Antitrypsingehalt des Serums und einer fiir seine Zerstérung optimalen 
H*-Konzentration die Rede, und zwar duBert sich diese Abhangigkeit 
in der Weise, daB im Serum mit einem héheren Antitrypsingehalt 
das Maximum der Zerstérung desselben in einem saureren Milieu liegt 
als das Maximum mit niedrigerem Antitrypsinsgehalt. Dementsprechend 
wurde in einem Hundeserum (Versuch 5) eine héhere optimale Konzen- 
tration der Wasserstoffionen gefunden als in einem Kaninchenserum, 
und gerade Lawnoys (9) Versuche zeigen, daB in der Tierreihe, auf- 
gestellt nach dem Antitrypsingehalt, der Hund eine héhere Stufe 
einnimmt als das Kaninchen. 


Versuch 5. 


Hundeserum. Versuchsdauer 21 Stunden. 





~ 
Nm 
te 
— 
al 
a 


Erwarmen bei py. . 5,35 4,96 4.69 442 412 385 3,60 
Flocken | Flocken | Flocken schwache klar klar klar 
u. starke Opalesz. 
Trabung 
Rest-N-Zuwachs in mg 0,97 2.31 2.60 2.59 2,08 1,90 1,46 


In dieser Hinsicht wire es interessant, diesen Versuch mit anderen 


zu vergleichen, wo statt des Serums eine Lésung von Blutalbumin, 
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das gewéhnlich aus Rinderserum zubereitet wird, verwendet wurd 
Nach Finzi (10) nimmt das Rind, was den Antitrypsingehalt des Serums 
betrifft, eine der ersten Stellen ein. Es zeigte tatsachlich der Versuch § 
daB eine 0,2°,ige Albuminlésung (Albuminum e sanguine), was eine 
Serum in Verdiinnung | : 40 entspricht, eine sehr starke antitryptiscl. 
Wirkung erzeugt. 

Versuch 6. 0,1 g fein verriebenes Albumin wird mit 50cem Wasser iib 
gossen und in einen Thermostaten bei 37° gestellt. Nach einer halben Stu: 
wird die Lésung durch eine Schicht Theorit! filtriert. Das Filtrat z 
eine schwache Opaleszenz. In zwei Kolben werden je 5cem Album: 
lésung, je 2,5cem Phosphatpuffer, je lcem Trypsinlésung und je 5 « 
1°. ige Caseinlésung eingetragen. Ein Kélbchen dient als Kontrolle. Ver 
dauungsdauer bei 37° 23 Stunden. 

Kontrolle: 0,28 mg Rest-N; Versuch 0,38 mg Rest-N. Zuwachs 
Rest-N 0,10 meg. 

Die Versuche mit Albuminlésung wurden genau ebenso wie di 
friiher beschriebenen Versuche mit Serum angestellt. Die Albumin. 
lésung wurde, wie in Versuch 6 beschrieben ist, zubereitet, ihre Konzen- 
tration aber war 0,.4°,, was einer Serumverdiinnung 1 : 20, wie sie bx 








den Serumversuchen angewandt wurde, entspricht. 





Versuch 7. 


Albuminlésung. Versuchsdauer 21] Stunden. 

















1 2 3 4 5 6 
Erwirmen bei py. . 5,55 5.27 5.00 4.68 441 (4,11 3.87 
Flocken Flocken Flocken Opalesz. schwache klar klar 
tribe Opalesz. tribe Opalesz. 
Lésung Loésung Lésung 
Rest-N-Zuwachs in mg 1,18 1,66 2,32 2,60 2,44 [2.70/25 


Versuch 8. 


Albuminlésung. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Erwarmen bei Py. . 5.31 4.96 4.67 441 412 3,80 3.55 
Flocken Flocken  starke leichte klar klar klar 
Opalesz. tribe Opalesz. Opalesz. 
Lésung Lésung 

Rest-N-Zuwachs in mg 0,78 1,27 1,65 2.38 2.50 2.44 1,69 


Wie ich auch erwartet hatte, zeigte die Albuminlésung ein Maximum 


von Antitrypsinzerstérung, welches in einem saureren Milieu lag, als 
das fiir Sera von Kaninchen und Hund gefundene. Der Umstand, dal 


1 Ein filtrierendes Material der Firma Seitz. 
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es beim Bereiten von Albuminlésungen schwer gelingt, zwei Lésungen 
zi erhalten, welche sich unter ganz gleichen Bedingungen dem Er- 
warmen gegeniiber egal verhielten, 1aBt sich durch den kolloidalen 
(harakter des Antitrypsins erklaren. So kommt es, daB in den Ver- 
suchen 7 und 8 die Zerstérungsmaxima wohl in einem saureren Milieu 
liegen, als in den friiher beschriebenen Versuchen, jedoch nicht voll- 
kommen zusammenfallen. 


Schon der Versuch 5, besonders aber 7 und 8, zeigen uns, daB 
zwischen dem Entstehen von grob-dispersen Teilchen in den Eiweib- 
ljssungen und der Antitrypsinzerstérung kein Zusammenhang besteht 
In der Tat wird in den Versuchen 7 und 8 eine maximale Antitrypsin- 
zerstérung bei solchen Konzentrationen von Wasserstoffionen be- 
obachtet, bei welcher die Fliissigkeit nach Erwarmen bis 65° im Laufe 
von 40 Minuten beinahe keine auBere Verinderung zeigt: sie bleibt 
klar oder opalesziert nur leicht. Spezielle Versuche 9, 10 und 11 iiber- 
zeugen uns, daB sicher kein Zusammenhang zwischen der Bildung von 
Niederschlagen und der Zerstérung des Antitrypsins existiert. In 
diesen Versuchen wurde das Erwiarmen der Serumlésungen bei ver- 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration in Anwesenheit eines neu- 
tralen Salzes mit zweiwertigen Anionen vorgenommen 


Nach Michaelis u. a. (11) verschieben Salze das Flockungsoptimum 
von Proteinen; die Anionen — nach der Seite einer gréBeren, die Ka- 
tionen — einer geringeren Aziditat im Vergleich zum isoelektrischen 
Punkt des Proteins. Zu meinen Versuchen nahm ich schwefelsaures 
Natrium, dessen Konzentration in den Redgenzglisern m/10 war 
Das Sulfation muB das Flockungsoptimum nach der sauren Seite ver- 
schieben. 


Versuch 9. 


Kaninchenserum 2. Na,SO, m/10. Versuchsdauer 22 Stunden. 





1 2 3 4 5 6 
Erwirmen bei py. . 5,65 4.84 4.57 4,31 4,03 3,72 
klar leichte trib Flocken Flocken | Flocken 
Opaleszenz 
Rest-N-Zuwachs in mg 0,68 1.91 1.52 0.69 0.55 0,46 


Versuch 9 ebenso wie 10 zeigen ganz augenscheinlich, daB, wenn 
das Flockungsoptimum in Anwesenheit von Natriumsulfat sich scharf 
verschiebt und, im Vergleich mit den Versuchen ohne Salz, in ein 
saureres Milieu iibergeht, die Lage des Maximums der Antitrypsin 


zerstorung durch Warme unbeeinflubt bleibt (vgl. Versuch 3 mit 
demselben Serum). 
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Versuch 10. 


Kaninchenserum 2. Na,SO, m/10. Versuchsdauer 19 Stunden 





1 2 3 4 5 6 


Erwarmen bei py . . 5,93 5,38) 510 4,78 4,52 4.25 3.98 
klar klar sehr leichte trib | Flocken Flocke: 
leichte | Opalesz. 
Opalesz. 
Rest-N-Zuwachs in mg /|0,61 1,83; 2,14 2.14 1,62 0,88 0,44 


Ein gleiches Resultat zeigte Versuch 11, wo statt des Serums 
eine Albuminlésung angewandt wurde; letztere gab in Anwesenheit 
von Natriumsulfat eine Flockung langs der ganzen py-Reihe von 5,2 
bis 3,5, trotzdem ging die Antitrypsnzerstérung in normaler Weise 


und das Maximum blieb unversch 


Versuch 11. 


Albuminlés’.ng Na,SO, m/10. Versuchsdauer 22 Stunden. 





Erwirmen bei py . . || 5,21 4.89 4.56 4,32 3,99 3,72 3,5) 
Flocken 
0,85 1,27 200 | 237 2.30 2.27 1,32 





Rest-N-Zuwachs in mg 


Da eine Bildung von Niederschlagen, die ich in meinen Versuchen 
beobachten konnte, aut Rechnung der Serumglobuline geschrieben 
werden kann, so kénnen wir aus den angefiihrten Versuchen schlieBen 
daB Globuline und Antitrypsin nichts Gemeinsames haben; wenn es 
trotzdem vorkommt, daB eine Globulinfraktion, gewonnen durch 
fraktioniertes Fallen des Serums, antitryptische Wirkung ausiibt, wie 
es von Kdmmerer u.a. (12) beobachtet wurde, so wohl nur deshalb 
weil der Globulinniederschlag Stoffe verankert, welche die antitryp- 
tische Wirkung des Serums bedingen. Da8B Antitrypsin durch Globulin. 
niederschlige, welche sich beim Erwarmen des Serums und bei ent- 
sprechender Reaktion des Milieus bilden, verankert werden kann 
zeigt Versuch 12. 

Versuch 12. 


Kaninchenserum 2. 20 cem Serumlésang 1: 20, Na,SO, m/10 wurde: 
mit 20cem Acetatpuffer vermengt; die Bestimmung von pq gab 3.54 


Das Gemisch wurde in drei Reagenzgliser zu je 12cem verteilt. Ei 


Reagenzglas blieb bei Zimmertemperatur, die beiden anderen wurden, wi: 
gewohnlich, bei 65° 40 Minuten lang erwairmt; in beiden fiel ein Eiwei! 

niederschlag aus. Die Fliissigkeit aus dem Reagenzglas 3 wurde nach 
Erkalten zentrifugiert ; 5 ccm klaren Zentrifugats wurden entnommen und 
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in Erlenmeyerkélbchen eingetragen. Aus den Glisern 1 und 2 wurden 
nfalls je S5cem genommen, die Fliissigkeit aber vorher bis zu einer 
chmaéBigen Verteilung des Niederschlags umgeriihrt. Alle drei Proben 
iden vorsichtig mit einer n/10 NaOH-Lésung neutralisiert; weiter 
rurde in derselben Weise verfahren, wie in den friiheren Versuchen, 
h. Phosphatgemisch, Trypsin und Casein hinzugesetzt. Verdauungsdauer 


2} Stunden. Die Bestimmung des Rest-N-Zuwachses gab folgende Zahlen: 


| 0387 mg, 2 0,35 mg, 3 0,60 mg. 


Aus diesem Versuch geht hervor: Erstens, daB bei gegebener 
H’-Konzentration (pq = 3,54) ein Erwarmen bis zu 65° im Laufe von 
40 Minuten trotz der Ausfallung eines EiweiBniederschlages (vgl. Re- 
sultate 1 und 2) keine Antitrypsinzerstérung hervorruft, zweitens, 
daB der ausfallende Niederschlag teilweise das Antitrypsin mit sich 
reiBt (vgl. 2 und 3). Die Stickstoffbestimmung im ganzen Gemisch 
und in dem Zentrifugat ergab * a »ecm der Fliissigkeit: im Gemisch 
155mg, im Zentrifugat 0,6 Es sind also beinahe 60°, 
E:weiB in den Niederschlag iibergegangen, und trotzdem wirkte das 
in keiner Weise auf den Antitrypsingehalt in der Lésung; der Nieder- 
schlag nahm eine verhaltnismaBig geringe Menge Antitrypsin aus der 
Lisung mit. Jedenfalls ist eine Verminderung von antitryptischer 
Wirkung der Lésung als Resultat eines AnsichreiBens des Antitrypsins 
durch das ausfallende EiweiB viel geringer, als die von uns beobachtete 
und beschriebene, im Falle einer Zerstérung durch Warme, bei ent- 
sprechenden Bedingungen. 

Nachdem wir gezeigt hatten, daB der gréBte Teil des Antitrypsins 
durch Erwarmen zerstért werden kann, ohne irgend welche bemerkens- 
werte Verinderungen in dem physikalischen Zustande der Serum. 
proteine hervorzurufen, andererseits, daB beinahe 60°, der Serum- 
ciweiBstoffe entfernt werden kénnen, ohne den antitryptischen Effekt 
zu beeintrachtigen, versuchten wir die Frage zu lésen, in welcher Weise 
sich die antitryptische Wirkung der Serumlésung verandern kénnte, 
wenn die Entfernung von Proteinen die angegebene Grenze_ iiber- 


schreitet. 
Versuch 13. 
Kaninchenserum 2, Na,SO, m/10. Alle Konzentrationsverhaltnisse 
dieselben wie friiher; py 3,51. 


In die Reagenzgliser Nr. 2, 3 und 4 wurde 1°, ige Lésung von kolloi- 
dalem Eisenoxydhydrat zugesetzt, entsprechend 0,5, 1,0 und 2,0 cem, und 
die Volumina mit Wasser ausgeglichen. Reagenzglas 5 enthielt Wasser 
statt Serumlésung. Nach Erwarmen bis zu 65° im Laufe von 40 Minuten 
wurden die Niederschlage zentrifugiert, die Zentrifugate zu je 5ecem in 
Kolben verteilt und nach Neutralisation auf ihren Antitrypsingehalt wie 
in den friiheren Versuchen gepriift. Verdauwungsdauer 20 Stunden. AuBer- 
dem wurde in den Zentrifugaten der Stickstoff bestimmt. Die Anfangs 
lésung enthielt 1,52 mg in 5 cem. 
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l 2 3 4 5 
ee A a - 5,0 10,0 20.0 
N in 5cem des Zentrifugats in mg 0.56 0.48 0,33 0.19 
Rest-N-Zuwachs in mg ..... 0.69 1,09 2.05 3,03 sf 


Wir sehen hier, wie auch in Versuch |? 
daB 60°, SerumeiweiB ohne bedeutende Ver 
2 Se ay / minderung seiner antitryptischen Wirkung ent 
a , ; fernt werden kénnen. Uberschreiten wir aber 


diese Grenze, so bemerken wir, daB der Ant 
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trypsingehalt scharf fallt, gleichzeitig sinkt « 
Stickstoff in der Lésung, was besonders deutlic! 
aus einer graphischen Darstellung dieses Vu 
+ ; t suchs ersichtlich ist (Abb. 2). Auf dieser Zeic} 
nung ist auf der Abszisse der N-Gehalt de 


r 
| 
| [ | Lésung, auf der Ordinate der Rest-N-Zuwachis 





to der durch 1 cem Trypsin (1 : 1000) in Anwes 


] | heit von 5cem der gegebenen Lésung hervor 





’ >  gerufen wird, aufgetragen; die Zahl des Rest-N 
Abb. 2. Zuwachses fiir die unveranderte Serumlésung 
wurde aus dem Versuch 12 entnommen 
Zum SchluB will ich noch einen Versuch anfiihren, in welchem wi 
die dehydratisierende Wirkung einer hohen Temperatur, verstarkt 
durch gleichzeitige Alkoholeinwirkung priiften. 


Versuch 14. 


Albuminlésung. Das Gemisch enthalt 5 ecem 0,4°,ige Albuminlésung 
leem n/10 Natriumacetatlésung und verschiedene Mengen von 96°, igem 
Athylalkohol. Erwirmen bei 65° im Laufe von 40 Minuten. Nach der 
Erwarmen wurden je 5cem Gemisch genommen, Alkohol hinzugesetzt 
die Volumina mit Wasser ausgeglichen, Phosphatgemisch, Trypsin us 
hinzugesetzt. Verdauungsdauer 20 Stunden. 





1 2 3 4 5 
Alkohol far 10 cem Gemisch 0,0 05 1,0 2,0 4.0) 
klar klar klar leichte Opaleszen 
Opaleszenz 
Rest-N-Zuwachs in mg .. 0,64 1,02 1,57 1,69 1,82 


Die Verstarkung der Trypsinwirkung in Anwesenheit einer mit 
Alkohol erwairmten Albuminlésung geht im Anfang ziemlich intensi\ 
vor sich, bis zu etwa 10°%,igem Alkoholgehalt. Weiterer Zusatz wirk' 


sehr wenig auf den antitryptischen Effekt der Lésung. Es muB bemerkt 
werden, daB, wenn der antitryptische Effekt mehr oder weniger sinkt 
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das 4uBere Ansehen der Lésung ohne Veranderung bleibt, die Ver- 
anderungen aber als Opaleszenzerscheinungen bei solechen Alkohol- 
konzentrationen auftreten, welche nur eine unbedeutende weitere 
Verminderung der antitryptischen Wirkung hervorrufen 

Die erhaltenen Resultate zusammenfassend, kénnen wir sagen, 
daB die Theorie der EiweiBnatur des Antitrypsins, um so mehr eine 
physikalisch-chemische Theorie, sich nicht bewahrt. Zu einer end- 
giiltigen Entscheidung der Frage tiber die Natur des Antitrypsins be- 
sitzen wir aber noch zu wenig Material. Die Existenz einer Art 
isoelektrischen Punktes, was in einem deutlich ausgepragten Maximum 
von Thermolabilitat Ausdruck findet und uns die Méglichkeit gibt, 
das Antitrypsin zu der Klasse amphotarer Elektrolyten zu rechnen, 
gestattet uns, den Weg zur weiteren Arbeit auf diesem Geébiet zu suchen 

Als erste Etappe auf diesem Wege erscheint ein ausfiihrliches 
Studium des Verhaltnisses von Antitrypsin gegeniiber Adsorbenten 
Die Angaben, die wir in der Literatur besitzen, reichen noch lange 
nicht aus, um sich, wenn auch nur eine annahernde, Vorstellung iiber 
diese Seite der Frage zu machen. Eine Untersuchung in dieser 


Richtung ist im Gange. 


Zusammenfassung. 

1. Antitrypsin zeigt ein deutlich ausgepragtes Zerstérungsma ximum 
durch Warme bei einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration 
Fir Kaninchenserumlésungen wurde eine maximale Antitrypsin- 
zerstorung bei 65°, Wirkungsdauer 40 Minuten, mit py 5.2 bis 4,7 fest- 
gestellt; fiir Hundeserum bei py 4,5 und fiir Blutalbuminlésung pg 
44 bis 4,1. 

2. Das Optimum der Antitrypsinzerstérung verschiebt sich nicht 
in Anwesenheit eines Salzes mit einem zweiwertigen Anion (Na,5Q,), 
wihrend das Optimum der Eiwei8-(Globulin-)Koagulation von seiner 
normalen Lage, die mit dem isoelektrischen Punkt zusammenfallt, 
nach der Seite einer héheren Aziditaét verschoben wird. Der Unter- 
schied zwischen diesen beiden Erscheinungen in ihrem Verhalten gegen- 
iiber Salzen beweist, daB eine einfache physikalische Zustandsanderung 
des SerumeiweiBes nicht als Erklarung fiir die Antitrypsinzerstérung 
durch Warme gelten kann. Trotzdem mu8 der ZerstérungsprozeB 
des Antitrypsins mit dem isoelektrischen Zustande des Proteins zu- 
sammenhangen, weil das Maximum der Antitrypsinzerstérung nahe 
bei dem isoelektrischen Punkte des SerumeiweiBes liegt. 

3. Mit der allmahlichen Entfernung vom optimalen Punkte nach 
beiden Richtungen hin wird der ProzeB der Antitrypsinzerstérung 
immer weniger intensiv; er wird im Kaninchenserum bei pq 3.5 beim 
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Erwarmen auf 65° im Verlauf von 40 Minuten tiberhaupt nicht be 
achtet 

4. Der beim Erhitzen ausfallende EiweiBniederschlag (Globuli 
nimmt einen Teil des Antitrypsins mit, aber nur eine geringe Meng 
im iibrigen ruft die Bildung des EiweiBniederschlags keine \ 
anderungen der antitryptischen Eigenschaften in den Serumlésung: 
hervor, und die Globulinfraktion steht in keiner Beziehung zu ¢ 
Antitrypsin. 

5. Die erhaltenen Resultate, welche auf einen amphotiren ( 
rakter des Antitrypsins schlieBen lassen, geben noch nicht die Még 
lichkeit einer Identifizierung desselben mit Serumalbumin. Deshal} 
bedarf die Proteintheorie des Antitrypsins einer weiteren experimentellen 
Kontrolle. 


Literatur. 

1) Jobling und Petersen, Zeitschr. f. Immun. 28, 71, 1915. 2) Schi 
Zeitschr. f. d. ges. Med. 32, 142, 1923. 3) Hedin, Zeitschr. f. physiol. Cher 
50, 497, 1907: 57, 468, 1908. 4) Michaelis und Davidofi, diese Zeitschr 
46, 131, 1912. 5) Stawraky, Zeitschr. f. phys. Chem. 89, 381, 1914 
6) Niskowsky, diese Zeitschr. 179, 62, 1926. 7) Oppenheimer, Die Fer 
mente usw., S. L088. 8) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentrati 
1914. 9) Launoy, Ann. Inst. Pasteur 33, 1, 1919. 10) Finzi, Are} 
Fisiol. 6, 547, 1909. 11) Michaelis, diese Zeitschr. 104. 12) Kamm 


ebendaselbst 48, 247, 1913. 
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XXI. Mitteilung: 


Uber Glykose-, Milchsiure- und Phosphorsiurebildung 
in der Leberaufschwemmung unter dem Einflusse von Insulin. 


Von 
Theodor Brugsech und Hans Horsters. 


(Aus dem Laboratorium der Il. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1927.) 


In unserer |. Mitteilung haben wir in Leberaufschwemmungs- 
versuchen insulinisierter und nicht insulinisierter Tiere, mit und ohne 
Insulinzusatz einen Unterschied zwischen insulinisierter und _ nicht 
insulinisierter Leber gefunden!. 


Diese Versuche sind von J. L. Chaikoff* wiederholt worden mit 
dem Ergebnis, daB wesentliche Unterschiede nicht gefunden wurden. 
Wir haben nunmehr die Versuche unserer |. Mitteilung wieder auf- 
genommen unter médglichster Beriicksichtigung der methodischen 
Fehlerquellen und unter Anwendung der fiir biologische Versuche 
einzig berechtigten statistischen Berechnungsmethode mit Zugrunde- 
legung der quadratischen Abweichung. 

Zur Methodik unserer Versuche sei bemerkt, da die entblutete Leber 
durch Nackenschlag getéteter Tiere: Meerschweinchen, Kaninchen und 
Hunde durch den Latapie zerkleinert wurde und dann jedesmal gleiche 
Gewichtsteile Leberbrei mit Ringerlésung aufgeschwemmt wurden, ie 
eine bestimmte Glykosekonzentration aufwies. Diese Aufschwemmung 


1 Theodor Brugsch, A. Benatt, Hans Horsters und R. Katz, diese Zeitschr. 
147, 117, 1924. 

2 J. L. Chaikoti, mitgeteilt von J.J. R. Macleod, Mitt. a. d. Kgl 
Gesellsch. von Canada 1926. 
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wurde in geschlossenen GefaéBen mit oder ohne Insulinzusatz 

37°C im Brutschrank 1 Stunde und langer belassen, wobei Proben 
Glykose-, Milchséure- und Phosphorséurebestimmung vor und gleich nac} 
Beendigung des Versuchs entnommen wurden. Die Versuche mit Durch 
liiftung der Leberbreisuspension wurden im Schiittelapparat bei 37°C und 
voluminéseren GefaéBen oder in Dewarschen Flaschen vorgenommen. Dj 
EnteiweiBung geschah nach Folin-Wu bzw. durch Trichloressigséure od 
nach Schenck je nach den Erfordernissen der Analyse. 

Als Reduktionsmethoden kamen in Anwendung: Methode von Ha 
mann-Shaffer', Folin-Wu*, Hagedorn-Jensen® und Bertrand in der Mod 
fikation von Moeckel und Frank* die von Hagedorn-Jensen wurde tei 
weise nach den Angaben von Meyerhof-Lohmann® fiir Gewebssiifte au. 


gefiihrt. 


Da fiir die Aufschwemmungsversuche Glykosekonzentrationen in 
Ringerlésung von 0 bis 0,5°, verwandt wurden, so gilt die Frage, wix 
groB ist die Sicherheit der Reduktionsmethoden bzw. wie groB ist der 
Fehler der genannten Methoden. 


Dieser ,,Fehler’’ der Methoden kann nach verschiedenen Gesichits- 
punkten gewertet werden: 1. als mittlerer Fehler, 2. als gréBte Ab 
weichung, 3. als quadratische mittlere Abweichung; zu beriicksichtigen 
ist hierbei zwar der optimale Geltungsbereich des Reduktionsverfahrens 
d.h. die Breite der Zuckerkonzentration, innerhalb der das Verfahren 
brauchbare Werte liefert. Diese experimentell ermittelte Geltungs 
breite wurde in allen Fallen innegehalten, so wurden z. B. bei dem 
auch von Chaikoff verwendeten Hartmann-Shaffer-Verfahren di 
Glucosewerte in den Analysen stets auf etwa 0.075%, durch ent 
sprechende Verdiinnung gebracht. 


Uber das Shaffer-Hartmann-Verfahren liegen in der Literatur mehrer 
Angaben vor; so ist der Fehler nach Jonsell, Jorpes und Sickstrém® gréber 
als der durchschnittliche Fehler der Hagedorn-Jensen-Methode, der 1,58 
betragt, waihrend Hagedorn-Jensen selbst 4°, angibt. Der Fehler waichst 
ferner bei der Sha/fjer-Hartmannschen Methode um so mehr, je kleine: 
die Gesamtkonzentration des Zuckers ist. Auch Bugbee und Simmond’ 
geben an, daB die Shajffer-Hartmannsche Methode bei 0,04°, Glucose (in 
Blute) ungenau wird. Somogyi weist nach, daB die Verminderung de! 
Alkalinitét zu héheren Reduktionswerten fiihrt, da eine héhere Alkali- 
konzentration zu Zuckerspaltprodukten, die einer Oxydation zugangliche: 


1 Journ. of biol. Chem. 45, 349 und 365, 1921. 

2 Ebendaselbst 38, 51, 1919; 41, 367, 1920. 

3 Diese Zeitschr. 135, 46, 1923; 187, 92, 1923. 

* Bertrand, Bull. soc. chim. 35, 1285, 1906; Mocekel und Frank, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 84, 1910. 

5 Diese Zeitschr. 176, 1926. 

& Jonsell, Jorpes und Sickstrém, Act. med. scand. 68, 446, 1926. 


7 Bugbee und Simmond, Journ. labor. u. clin. med. 19, 990, 1925. 
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|, fiihrt. Die optimale Reaktion ist sowohl fiir die Cu- wie Fe-Reduktion 
Pu 9,4 bis 9,5; das gilt sowohl fiir Shaffer-Hartmann wie Hagedorn- 
Jensen. Duggan und Scott! finden fiir Hagedorn-Jensen eine Wirkungs- 


breite von 25 bis 200 mg-°,, und einen mittleren Fehler von 1,8 °, Das 
Verfahren von Shaffer-Hartmann lieferte bei 20 mg-‘ Glykose keine 
Reduktion mehr. 


Folin-Wu ergibt nach Duggan und Scott genaue Werte von 25 bis 


200 mg-°,, mit der gréBten Abweichung von 1,6°,. Erwahnenswert ist 

ch die Feststellung von Holden, daB die meisten Reduktionsmethoden 
der Zuckerbestimmung durch die Anwesenheit von Aminosauren beeinflubt 
werden, auBer der Methode von Hagedorn-Jensen. 


Unter Innehaltung der in der Literatur niedergelegten Erfahrungen 
haben wir an einer groBen Reihe von Versuchen den mittleren Fehler, 
lie quadratische Abweichung und die gréBten Abweichungen fiir die fol- 
genden Verfahren bestimmt. 


Shajfer-Hartmannsche Methode (30 Versuche) 


mittlerer Fehler: 0,42°,, gréBte Abweichung + 3 bis 4° 


quadratischer Abweichungsfehler (¢) + 0,72' 


Hagedorn-Jensensche Methode (15 Versuche) 
mittlerer Fehler 1,2°., gréBte Abweichung + 5 bis — 4%; 


quadratischer Abweichungsfehler (9) = + 1,0°% . 


Folin-Wusche Methode (18 Versuche) 
mittlerer Fehler 1,8°,, gréBte Abweichung + 3,5 bis — 3,0°,; 
quadratischer Abweichungsfehler (¢) = + 0,77. 
LaBt man als die ,,normale‘* Fehlerbreite innerhalb des Geltungsbereichs 
der Methoden den Wert von M + 2 ¢ gelten, so kommt man auf die Fehler- 


breite von 
2.88°, bei Sha/fer-Hartmann, 


4 » ». Hagedorn-Jensen, 
3.1 % ,, Folin-Wu. 


Man wird daher eine Fehlerbreite von 3 bis 4°, den Reduktions- 
methoden innerhalb des Geltungsbereichs der Methodik zugestehen miissen. 


Wir geben nun aus 97 Versuchen einige hier wieder, um zu zeigen, 
in welcher Art die Durchfithrung der Experimente geschehen ist. 

Das Resultat aller Versuche werden wir dabei nach statistischen 
Regeln verarbeiten. 

Die in den folgenden Tabellen aufgefiihrten Werte bedeuten 
mg-°,, der Suspension. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 
zwei Bestimmungen. 


‘ Duggan und Scott, Journ. of biol. Chem. 67, 287, 1926. 
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* Neuve Methode zur Glucosebestimmung in Organbreien 
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Zunachst stellen wir das Ergebnis der Zuckerausschwemmungs- 
werte in der Lebersuspension fiir 60 Minuten Wertung in zwei Verteilungs- 
tabellen, geschieden nach dem Insulinzusatz. zusammen 


Die Glykosezuwachswerte sind in Gruppen von je 5mg|{ 


sammengetalt.) 





+ Werte + « Werte 


65 60 55 50 45 40 35 Ww 25 2015 10 § 0 5 10 15 20 25 35 40 45 50/55 60 65 70 


Ohne Insulinzusatz 


142236469 1451098 34 2'\2/3/2 
Mit Insulinzusatz 
2\1/1 2/1'1 514'2/2':38i9 5103 12 4 2 


Man erkennt in der Verteilungstafel die Zunahme an negativen 
Werten unter dem Einflu8 von Insulin: das spricht sich auch an den 
statistisch zu berechnenden Mittelwerten aus 

Mittelwert (berechnet nach den Originalwerten und nicht Gruppen- 
werten) der Reihe I (97 Versuche) + 48mg, 6 

Mittelwert der Reihe 11 (berechnet nach den Originalwerten) der 
‘eihe Il (57 Versuche) 10.3 mg, 6 13,6 mg 

Es fragt sich munmehr. sind diese Unterschiede zwischen 
nsulinisierten und nicht insulinisierten Lebersuspensionen wesentliche. 
dh. auBerhalb der methodischen Zahlenbreite fallende, oder un. 
wesentliche, d.h. in die methodisch bedingte Zahlenbreite fallende 

Um das zu beantworten, haben wir samtliche Reduktionswerte 
der Versuche als prozentische Zu- oder Abnahme gegeniiber den Aus- 
gangswerten berechnet und diese Werte in einer Verteilungstafel zu 
zammengestellt. 


17.6 mg 


Die 


prozentischen Abweichungen sind in Gruppen von 2%, | 


sammengefaBt. ) 








o der Reduktionszunahme 


18 16 14/12 10 Ss 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12) 14 16/18 20 
Ohne Insulin 
] 3 21/3/71! 4/11117 12 11: 8 5/3 1 1 1 3 2 
Mit Insulin. 
1/6 3/1/9)! 8/10") 8) 4|4/ 9 1 


Es zeigt sich, daB von der ersten Reihe die Werte der Kolonne 0 
o das sind 17 + 12 29 von 97 Werten in die Fehlerbreite 


nd 2° 
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der Methodik fallen, 68 Werte liegen auBerhalb, von der Insulinreihe | 
und 35 Werte auBerhalb. 

Wir sind daher 2 dem Schlup herechtigt, dap wnter dem Einflu 
von Insulin die Lebersus pension Zucker zum Verschwinden brengt Dir 
Versuche von Chaikoff sind damit in ihrem Ergebnis widerlegt. 

Um weiter die naiheren Bedingungen der Insulinwirkung auf den 
Reduktionswert festzustellen, lassen wir jetzt eine Zusammenstelluny 
der Werte unter Beriicksichtigung vom Konzentration der Glyko- 
lésung, Phosphatzusatz, pu- Wert der Lésung und aeroben bzw. an 
aeroben Bedingung folgen. 

Beziffern wir den Ablesungsfehler der Polarisation auf 0.02 
so entspricht diesem Fehler ein Glykosewert yon + 0,04", d.h. ein 
Fehlerwert, wie ¢T auch der Reduktionsmethode anhaftet. 

Aus den Verteilungskurven ist ersichtlich, daB die Kolonnen 

0.02 bis - 0.02 der FehlergréBe von + 0.02 bzw. — 0.02 polar 
metrisch entspreche. Hierher gehoren vor der ersten Verteilungs 
kurve (ohne Insulin) 43 Werte, wahrend 53 Werte auBerhalb «i 
Fehlerbreite liegen, bei der zweiten Verteilungskurve (mit Insulin 
45 Werte gegeniiber 40 auBerhalb der Fehlergrenze liegenden Werten 

Uberblicken wir diese Tabelle, 50 finden wir eine Verminderung 
der Reduktion sowohl unter anaeroben wie aeroben Bedingungen. Ferner 
zeigt sich, daB bei allen gewahlten Glykosekonzentrationen (zwische! 
0.1 bis 0.5%) eine Verminderung der Reduktion konstatiert werde! 
kann, und daB Phosphatzusatz sowie Verschiebung des pu nach «el 
alkalischen Seite die Verminderung der Reduktion begiinstigt 

Worauf beruht die Verminderung der Reduktion unter Insulin 
gusatz? Es ware méglich, dab die Glykose durch die Leberelemen\ 
in Milchsaure gespalten wird und diese Spaltung das Reduktion> 
defizit erklart; weiter ware denkbar, daB der Zucker oxydiert words! 
sei, was indessen von vornherein bei dem oft groBen Reduktionsdefi7 
als ausgeschlossen gelten kann; gchlieBlich ist die Frage zu diskutiere! 
ob nicht die Glykose in einen anderen Zucker iibergefiihrt worden !s! 
bzw. eine Bindung mit Phosphorsaure eingegangen ist. Diese Mo 
lichkeiten lassen sich aus dem Ergebnis unsereT Versuche zur En' 
scheidung bringen. 

Zunichst zeigen die Versuche 30 bis 34 und 36 bis 38, daB Mile! 
saurebildung aus Glykose unter dem Einflu8 von Insulin nicht das 
Reduktionsdefizit ersetzt. 

Die Frage, ob unter dem EinfluB des Insulins die iiberlebent 
Leberzelle in der Suspension aus der Glykose einen anderen Zucke’ 
macht, 1aBt sich aus den Vergleichen von Reduktions- und Pola! 
sationswerten insulinisierteT und nicht insulinisierter Leber-Glykow 


aufschwemmungen beantworten. 
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24 


Glykose- 
konzentration 


0,3 
0,3 
03 
0,3 


Zunahme 
Phosphatzusatz Pu Aerob oder ba: un one 
der Lésung anaerob insulinisierten Versuch 

aerob + 4 

anaerob 3 

11 

13 

-1] 

> 

bh 

4) 

| 

S| 

1,40 4) 
1.40 7} 
1 10 
2 4 7 
3 " S 
+ ~ > 
5 S 
3 5,2 2 
3 6.3 a + | 
3 7.0 si 4 
3 8.0 4y 
l 74 = 7 
2 7.4 * 0) 
3 74 3 
4 7.4 . 2 
3 5,2 c 2 
3 6.3 2 
3 7.0 “ t O 
3 8.0 ee 4 
1 74 ad C 1) 
2 74 - 3 
3 7.4 1 
4 7.4 0 
5 7.4 oe 5 
ohne Phosphat 3 
3 7.0 - 12 
03 74 aerob + UV 
3 8.0 a 4 
ohne Phosphat ba + 0 
= 10 

0.3 7,4 . 8 
0,3 7,4 , Cc ) 


* Diese Versuche sind 
aufgefuhrt. 
Biochemische Zeitschrift Band 188 ll 


aus Griinden der Raumersparnis nur im Auszuge tabellarisch 
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Verteilungskurve der Abweichungen des Reduktionswertes gegeniiber 
Polarisationswert, berechnet auf Glykose. 


Ohne Insulin. 


g ( slucose. 








+ 0.12 + O.11 +O0.10 +0,090 + 0.08 0,07 + 0.06 +005 +004 +003 40,02 
l 3 l 2 3 2 13 12 ) 13 

0.00 —0,01 0.02 0,03 9,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 
13 + 3 1 3 l 


Mit Insulin. 


g Glucose. 








+ 0,12 +0.11 +010 +009 +0.08 +0.07 +0.06 +0.05 0.04 +0,03 | +0,02 
1 3 4 6 2 2 5 9 5 
0,00 — (0.01 0,02 0.03 0,04 — 0.05 — 0.06 0,07 0,08 0,09 
13 8 6 3 3 l l 


Die Fehlerbreite der Ablesung der Polarisationswerte betragt 
0,029, d. h. etwa 0,04°/ Glucose. Danach fielen, in Anbetracht der 
Tatsaehe, daB der Mittelwert der Reihe | (ohne Insulin) 0.026 
und der Insulinreihe +. 0,018 (+- 0,02) ist, die Werte 0.04 
bis + 0,01 der ersten Reihe, das sind 43, und die Werte + 0,03 bis 0.00 
der zweiten Reihe, das .sind 40, in die Grenzen der Zahlenbreite der 
Ablesung; das ist aber rund die Halfte aller Werte der Reihen. Ja 
zudem die Mittelwerte beider Reihen sich kaum unterscheiden (-— 0.03 
bzw. 0,02), so ist nur der SchluB berechtigt, daf nach dem Verhalten 
beider Reihen sich hinsichilich der Anderung des Polarisationswertes 
kein Unterschied durch die Insulinisierung der Suspension feststellen la[t 
Geht die Anderung der Reduktionswerte durch Insulinisierung 
parallel mit einer Anderung der Phosphatwerte, so da8 aus dieser auf 
eine Zuckerphosphatverbindung unter dem EinfluB des Insulins in 
der iiberlebenden Leberzellenemulsion geschlossen werden darf ? 
Es wurde zu diesem Zweck die anorganische, d. h. freie bzw. saure- 
lésliche Phosphorséure in der Suspension vor und nach Beendigung 


des Versuches festgestellt. 


Als Methode zur Bestimmung wurde verwandt die Methoden nac! 
Embden, Neumann-Woy und Briggs-Bell-Doisy, Fiske und Subbarow. Die 
Fehlerbreite der Methoden darf mit 2 bis 4°, angesetzt werden. Imeinzelnen 
kénnen als Fehler der Methoden innerhalb des Bestimmungsintervalls gelten: 











ute n 
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Embden 1,5°%,'; Newmann-Woy 2°,*; Briggs, Bell und Doisy etwa 
j und dariiber® und Fiske und Subharow 2 bis 3°,4. 
Aus den Versuchen 1 bis 12 ergibt sich, daB ohne Phosphatzusatz 
Lebersuspension sich innerhalb einer Stunde im Mittel 2,5 mg PO, 


zu 
ils anorganisches PO, aus der Leber abspaltet (héchster Wert 8,7, 
niedrigster Wert — 4,4 bei 9 negativen PO,-Werten gegeniiber 31 posi- 
tiven PO,-Werten). 

Setzt man Phosphat zur Lebersuspension zu, so andern sich die 
Durchschnittswerte bei héheren Phosphatkonzentrationen: Der Mittel- 
wert wird negativ und betragt — 30mg PO,; bei 0,3°, Phosphat- 
konzentration wird der Phosphatausschiittungswert wieder positiv, 
er betragt 4.1 mg PO, (im Mittel). 

Vergleicht man hierzu die Phosphatausschiittung unter Jnsulin 
so ergibt sich fiir die Phosphatausschwemmung in diesen Versuchen 
keine Abweichung vom Mittelwert, auch nicht fiir die hohen Phos- 
phatkonzentrationen; fiir die niederen Phosphatkonzentrationen ist 
eher eine Zunahme des Phosphats festzustellen. 

Zusammenfassend darf man daher sagen, daB in der iiberlebenden 
Leber- Ringerlésungsuspension unter dem EinfluB von Insulin durch- 
schnittlich eine Abnahme der Reduktionswerte erfolgt, die nicht auf ver- 
mehrte Oxydation, Milchsdurebildung oder Phosphatveresterung oder 
Mutierung des Zuckers beruht, sondern auf eine Intussuszeplion in den 


Leberbrei zuriickgefiihrt werden mu. 


1 Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethod. 4, 9, 551; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 118, 138ff:, 1921. 

2 Treadwell, Analyt. Chem. II. 

3 Hawk und Bergeim, Pract. biol. Chemistr. London 1927. 

4 Dieselben. ebendaselbst. London 1927. 
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XXII. Mitteilung: 


Versuche iiber Bildung von Milehsiiure in der Leber aus Apfelsiure, 
Fumarsiure, Maleinsiure. 


Von 
Tsukio Ibuki. 
(Aus dem Laboratorium der II. medizinischen Klinik der Charité Berlu 


(Eingegangen am 11. Juli 1927.) 


In der XIII. Mitteilung hat Narita in Leberdurchblutungs 


versuchen (der Hundeleber) gezeigt, daB die Essigsiure in der Leber 
weder unter normalen Verhaltnissen, noch beim Pankreasdiabetes ein 
Milchsaurebildner ist, daB dagegen die Malonsaure, ]-Weinsaéure und 
Bernsteinséure in der Leber des normalen Hundes wie des pankreas 
diabetischen Hundes Milchséurebildner sind. Wir haben nun auf Ver 
. > ») 
anlassung von Prof. Brugsch die Frage des Uberganges der Fumas 
siure, der Apfelsiure und Maleinséure in Milchsaéure untersucht, wobei 
wir in der Methodik uns an die in der XIII. Mitteilung gegebene 
Durchstrémungsmethodik hielten. 

Die Leber eines frisch entbluteten Hundes wird mit Ringer-Warm.- 
bliiterlésung durchstrémt; die Durchstrémungsfliissigkeit enthalt 0,! 
Glykose. Temperaturmilieu 40°. Der Durchstrémungsdruck wird so reguliert , 
daB 1 Liter jeweils verwendeter Durchstrémungsfliissigkeit in etwa 20 Mi 
durch die Leber flieBt. Zundachst wird dreimal die Leber durchstrémt, wol 
nach jedesmaligem Durchstrémen in einer kleinen entnommenen Porti 
eine Zuckerbestimmung nach Folin-Wu und eine Milchséurebestimmung 
nach Clausen-Meyerhof vorgenommen wird. Auf diese Weise kann die i 
der Zeiteinheit von der Leber abgegebene Menge Milchséure bestimmt 
werden. Nach der dritten Durchstrémung wird die Ringerlésung durch 
eine neue Ringerlésung ersetzt, die neben 0,1°, Glykose den entsprechenden 
K6érper in 0,1°,iger Lésung als Na-Salz enthalt. Die Durchstrémung 
geschieht in analoger Weise wieder dreimal, und es werden entsprechen« 
Bestimmungen der Milchséure und der Glykose vorgenommen. 

Bei der Bestimmung der Milchséure nach Clausen-Meyerhof, bei der 
die Milchséiure durch Oxydation zu Aldehyd bestimmt wird, zeigte es sich, 
daB auch Apfelsiure, Fumarséure und Maleinsaéure Aldehyd nach Oxydat 
durch K MnO, liefern, wie folgende Versuche zeigen. Unter Verwendung 
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er n/1000 KMnO,-Lésung, einer etwa n/50 Bisulfitlésung und einer 
100 Jodlésung ergaben: 
10 cem 0,1°,iges Zinklactat (= 0,074°, Milchséiure) nach Oxydation 
lurch KMnO, und Destillation einen Jodverbrauch von 15,68 cem n/100 
Jodlésung, umgerechnet auf Milchséure 0,071 ° 
l0cem 0,1°,ige Apfelsiure nach Oxydation durch KMnO, und 
Destillation einen Jodverbrauch von 10,30 cem n/10 Jodlésung, 
10cem 0,1 °,iges fumarsaures Na nach Oxydation durch K MnO, und 
Destillation einen Jodverbrauch von 3,1 cem n/10 Jodlésung, und 
10 cem 0,1 °,iges maleinsaures Na nach Oxydation durch K MnO, und 
Destillation einen Jodverbrauch von 1,5 cem n/10 Jodlésung. 
. Um also die Milchsiurewerte nach der Durchstr6émung der Leber mit 
\pfelsiure, Fumarsaéure und Maleinséure einwandfrei zu erhalten, mubten 
lie zugesetzten Koérper aus der Durchstr6mungsfliissigkeit entfernt werden. 
Zu diesem Zwecke kann man sich des Verfahrens von Steiner und Heide 
bedienen, da die Kupferkalkfallung, wie uns Versuche lehrten, nicht im- 
stande ist, Apfelsiure, Fumarséure und Maleinséiure quantitativ auszufallen. 
Das Verfahren von Steiner und Heide basiert auf der Ausfillung dieser 
Sauren durch Barium unter Lésung der Milchséure in Alkohol. Im wesent- 
lichen wurde folgende Methode durchgefihrt : 
Es werden 200 cem der Durchstrémungsfliissigkeit nach Schenckscher 
ings- EnteiweiBung und Entquecksilberung im Vakuum abgedampft, wobe 
fast die gesamte HCl vertrieben wird. Der Riickstand wird mit wenig Wasser 


eber 
aufgenommen und mit Natronlauge zu schwach saurer Reaktion abgestumpft. 
; ev ‘ = 
/ Dann wird die Lésung mit 2cem 10°, iger BaCl,-Lésung versetzt und so viel 
und feingepulvertes Ba(OH), unter Verwendung eines Tropfens Phenolphthalein 
reas als Indikator bis zur alkalischen Reaktion hinzugesetzt. Die Fliissigkeit 
Ve wird auf 20 cem gebracht und kalt unter Umriihren mit 85 cem absoluten 
mas \lkohols versetzt. Nach mindestens zweistiindigem Stehen wird der Nieder- 
; schlag abfiltriert und sorgfaltig mit 80°,igem Alkohol ausgewaschen. 
_— Filtrat und Niederschlag werden getrennt verarbeitet, indem beide im 
bene Vakuum von Alkohol bis zur Trockne befreit und danach mit Wasser auf- 
genommen werden. Die weitere Prozedur vollzieht sich nach dem Clausen- 
Veyerho/schen Verfahren. 
aritn- ’ 
1 Beispiele: 
lert, es: . — 7 
- A. Obengenannte 10 cem 0,1°,ige Milchsaure in 200 cem Fliissigkeit werden 
‘ nach dem Verfahren vorbehandelt; der Bariumniederschlag und das 
oy alkoholische Filtrat werden getrennt nach dem Clausen-Meyerhoj/schen 
Verfahren auf Milchséiure bestimmt. 
iunyg . + a~ 
aE: Es werden verbraucht fiir den Niederschlag 1,35 cem n/100 Jod 
at 90 - = ,. das Filtrat 16,75 ., n/100 ,, 
rch B. 10cem 0,1 °>ige Apfelsaure in 200cem Fliissigkeit; genau wie bei A 
iden verfahren. 
ung Es werden verbraucht fiir den Niederschlag 6,25 cem n/100 Jod 
— a - 99 ,. das Filtrat 180 ,, n/100 ,, 
ler C. 10cem 0,1°,iges fumarsaures Na in 200 ccm Fliissigkeit; genau wie 
ich. bei A verfahren. 
tio Es werden verbraucht fiir den Niederschlag 2,00 cem n/100 Jod 


das Filtrat 0,40 ,, n/100 ,, 


ung 9° 99 99 99 








166 T. Ibuki: 


D. 10cem 0,1°.iges maleinsaures Na in 200 cem Fliissigkeit; genau y 
bei A verfahren. 
Es werden verbraucht fiir den Niederschlag 1,50 cem n/100 Jod 

, das Filtrat 0,20 n 100 


. ? , ? 


Aus diesem Beispiel ist ersichtlich, daB zwar durch die Bariumfallw 
auch Milchsaéure niedergerissen wird, ein Verlust, der sich auf etwa 10 
unserer Versuchsanordnung berechnen laBt, und dal in das alkoholisc} 
Filtrat geringe Mengen der Apfelsaure, Fumarsaéure und Maleinséure hin 
gehen; diese Werte kénnen jedoch vernachlassigt werden. 





I. Versuche mit Apfelsiure (inaktiv). 


Versuch A (normale Hundeleber ). 


Durchstr6mung mit Warmbliiterringerlésung, die 0,1°, Glykose enthalt 


im Hauptversuch ist 0,1°,ige Apfelsiure (neutralisiert) hinzugesetzt 





Zahi der — |. Glykose Milchsaure 
Durchstromungen 

Min mg”! mg: 
Vorversuch. 

1 20 55 19 

2 20 73 20 

3 20 66 28 

Hauptversuch (mit Apfelsiure). 

1 20 68 37 

2 20 64 36 

3 20 63 32 

Resultat: Die Vermehrung um durchschnittlich 13 mg-°;, des Milch 


siurewertes gegentiber dem Vorversuch erscheint zu gering, um mit Sicher 
heit den Schlu8 auf den Ubergang von Apfelsdure in Milchsaiure ziehen 
kénnen. 
Versuch B (normale Hundeleber ). 
Durchstr6mung mit Warmbliiterringerlésung, die 0,1°, Glykose enthalt 
im Hauptversuch ist 0,1°,ige Apfelsiure (neutralisiert) zugesetzt 





Zahl der —. Glykose Milchsaure 
Durchstrémungen 
Min. mgs mg- 
Vorversuch. 
I 20 21 7 
2 20 25 7 
3 20 29 7 
Hauptversuch (mit Apfelsiure). 
1 20 25 27 
2 20 24 29 
3 20 23 28 


Resultat: Im Hauptversuch ist eine Vermehrung des Milchsaéurewertes 
um 20 mg-°, eingetreten. Diese Vermehrung ist wohl ohne Zweifel auf di: 
Apfelsiure zuriickzufiihren. 
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u wi Versuch C (nermale Hundeleber ). 
Durchstr6mung mit Warmbliiterringerlésung, die 0,1 Glucose enthalt: 
xd m Hauptversuch ist 0,1°,ige Apfelsiure (neutralisiert) zugesetzt 
Zeit der . 
lung Zahl der Durchstromungen Glykose lilchsaure 
) Durchstrémungen 
Min mg- mg 

liseh 
“i Vorversuch. 

1 20) 73 43 

2 20 135 31 

3 20 4S 453 

Hauptversuch (mit Apfelsiure). 

l 20 59 32 

2 20 73 36 
3 20) 95 52 


Die durchschnittliche Milchsiuremenge im Hauptversuch betragt 
40 mg, im Vorversuch 39 mg. Beriicksichtigt man indessen die zunehmende 
lendenz der Milchsiurewerte im Hauptversuch, so ist die Zunahme des 
Milchséurewertes um 20 mg nach der dritten Durchstr6émung wahrscheinlich 
auf die Apfelsaure zurtickzufiihren. 


Versuch D (normale Hundeleber ). 


Durechstr6mung mit Warmbliiterringerlésung, die 0,1°, Glucose enthilt; 
im Hauptversuch ist 0,1°,ige Apfelsiure (neutralisiert) zugesetzt 





Zahl der — an Glykose Milchsaure 
Durchstré6mungen Mi ' " 
Min. mg mg 
n Vorversuch 
23 1 20 45 9 
2 20 53 il 
3 20 36 16 
Hauptversuch. 
l 20) IS 24 
2 20 27 28 
3 20 27 30 


Die durchschnittliche Vermehrung der Milchséiure im Hauptversuch 
betrigt 18 mg; diese Vermehrung ist wohl zweifelsfrei auf die Apfelsiure 
zurtickzuftihren. 

Versuch E (normale Hundeleber ). 
Durchstr6émung mit Warmbliiterringerlésung, die 0,1°, Glucose enthalt; 

im Hauptversuch ist 0,1° ,ige Apfelsaure (neutralisiert ) hinzugesetzt. 





Zeit der 





Zabl der Durchstrémungen Glykose Milchsaure 
Durchstromungen Min -_ mt 
. ge 
Vorversuch. 
1 20 113 35 
2 20 109 3 
3 20 120 42 
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Versuch E (Fortsetzung) 








: Zeit der . 
N 
Zahl der Durchstrémungen Glykose lilchsaure 
Durchstrémungen 
Min mg mg- 
Hauptversuch 
1 20 82 44 
2 20) 103 48 
3 20 123 44 
Die durchschnittliche Vermehrung des Milchsiurewertes im Ha 
versuch betrigt 8 mg. Der Wert erscheint zu niedrig, um mit Sicher! 
auf die Milchsiaure bezogen Zu werden. 
Fassen wir das Ergebnis dieser Versuche zusammen, so ergibt 
eine Vermehrung des Milchsiiurewertes im Hauptversuch nach Du 


strémung mit Apfelséure in 


Versuch A von 13 mg, 
. = 
- C ,, 1 (ev. bis 20 mg) 
ie D 18 mg 
- _. - 


Milchsaéure oh 
habe 
deshalb zur Entscheidung der Frage, ob es sich um eine scheinbare oder 
wirkliche Vermehrung von Milchséure nach Durchstr6mung mit Apfelsdur 
handelt, die Ausfallung der Apfelsaiure rut Baryt (s. oben) vor der Milc! 
siureoxydation durchgefiihrt mit folgendem Ergebnis: 


In diesen Versuchen ist aber die Bestimmung der 


vorherige Ausfallung der Apfelsiure durchgefiihrt worden; wir 


(normale Hundeleber }. 


Ve rsuch F 





Wirkliche Baryt: 


7 Zeit der Glykos Scheinbare Milchsaure niederschlag 
“ahi der Durchstrémungen "wyKOS€ = Milchsaure in Baryts als Milchsaure 
DurchstrOmungen filtrat berechnet 
Min mg mg: mgs mg: 
Vorversuch. 

1 20 43 21 

2 20 95 27 

8 20 63 37 24 mg 5me¢g 

Hauptversuch. 

1 20 30 31 

2 20 60 36 

3 20 56 42 20,3 20 mg 


Milchséurewert ist nach Durchstrémung mit Apfel 
siure um durchschnittlich 8 mg gréBer als im Vorversuch. Der wirkliche 
Milchséurewert ist aber, wie die Untersuchungen an der dritten Durch 
strémung des Vorversuchs und Hauptversuchs zeigen, im Hauptversucl 
kleiner als im Vorversuch. 


Der (scheinbare) 


Das gleiche Ergebnis ergibt der naichste Versuch. 














Studien iiber intermediiren Kohlehydratumsatz. XXII 169 


Versuch G (normale Hundeleber ). 





Wirkliche Baryt- 
Zeit der . Scheinbare Milchsaure niederschiag 
Zahl der Durchstromungen Glykose Milchsaure in Baryt- als Milchsaure 
urchstromungen filtrat berechnet 
Min mg mg- mgs mg 
Vorversuch 
1 a 60 39 
2 20 78 32 
3 20 91 36 32 2 
Hauptversuch. 
l 20 38 24 
2 20 58 37 
3 20 62 37 18 i4 


Ist in diesem Versuche der durchschnittliche (scheinbare) Milchséurewert 

Hauptversuch kleiner als der durchschnittliche Milchsiurewert im Vor 
ersuch, so zeigt die Barytfillung, daB der wirkliche Milchsiurewert im 
Hauptversuch weit kleiner als im Vorversuch ist, und da8 der scheinbare 
Milchsiurewert der Apfelséure seine Erhéhung verdankt. Wenden wit 
lie Erfahrungen dieser beiden Versuche auf die Ausdeutung der Versuche A 
bis E an, so darf man schlieBen, daB die Vermehrungen des Milchséure 
wertes nach Durchstrémung mit Apfelsiure nur scheinbare sind, weil die 
{pfelsiure nach dem Clausen-Meyerhojschen Verfahren bei der Oxydation 
Acetaldehyd bildet, wodurch es zu einer fehlerhaften VergréBerung des 
Milchsaéurewertes kommt. 

Ein Ubergang von A pfelsdure in Milchsdure bei der Leberdurchblutung 
ist nicht nachzuweitsen. 

Wir haben nun gleiche Versuche mit der Durchstrémung von 


Fumarsdure durchgefiihrt. 


Il. Versuche mit Fumarsiure. 
Versuch H (normale Hundeleber je 


Durchstr6mung mit Warmbliiterringerlésung, die 0,1 Glucose enthalt; 
im Hauptversuch ist der Ringerlésung 0,138 °,iges fumarsaures Na (= 0,1% 
Fumarsaure) hinzugesetzt. 





Zeit der 


Zahl der Durchstrémungen Glykose Milchsaure 
Durchstrémungen Min = = 
Vorversuch. 
l 20 82 17 
2 20 89 18 
3 20 88 29 
Hauptversuch. 

1 20 40 16 
2 20 60 

3 20 94 99 


Es 1aBt sich im Hauptversuch keine Vermehrung des Milchsiurewertes 


feststellen; das gleiche Ergebnis hat der Versuch J. 
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Versuch J (normale Hundeleber ). 
Durchstrémung mit Warmbliiterringerlésung, die 0,1° Glucose ent} 
im Hauptversuch ist der Ringerlésung 0,138 °,iges fumarsaures Na ( 0 
Fumarsaure) hinzugesetzt. 





. Wirkliche Baryt- 
P Zeit der ~ Scheinbare Milchsaure niedersch|a 
Zah| der Durchstromungen Glykose | Milchsiure in Baryts als Milchsaur 
Durchstrémungen filtrat berechnet 
Min mage” mgs” , mgs® 5 mg: 
Vorversuch. 

l 20 45 15 

2 20 53 15 

3 20 54 18 lil mg 5 mg 

Hauptversuch. 

1 20 23 16 

2 20 19 20 

3 20 19 22 6 mg 12 mg 


In der Mitteilung von Narita (l.c.) wurden Durchblutungsversuch 
mit Bernsteinséiure durchgefiihrt mit dem Ergebnis, da®B die Bernsteinsaur 
im Leberdurchblutungsversuch ein Milchséurebildner ist, und zwar wurd 
ein so erhebliches Plus an Milchséiurewerten gefunden, daB an einen 
quantitativen Ubergang von Bernsteinséiure an Milchsiure zu denken wat 
Nun haben Batelli und Stern! die Beobachtung gemacht, daB die meist« 
Gewebe die Fahigkeit der Oxydation der Bernsteinséiure besitzen. Dies: 
Oxydation vollzieht sich im Sinne der Wielandschen Dehydrierung dur 
einen ,,Succinoxydon™ genannten Katalysator. Das erste Produkt diese: 
Oxydation ist, wie Thunberg? und Einbeck* zeigten, die Fumarsaéure, di 
durch Wasseranlagerung in Apfelsaure iibergeht. 

Die Endprodukte ergaben ungefahr 70°, Apfelsiure und 30°, Fuma: 
siure. Digeriert man Lebergewebe mit Fumarsaure, so bildet sich an 
nihernd das gleiche Verhaltnis zwischen Apfelsiure und Fumarsaéur 
Da nun auch fiir die Leber die Existenz des Succinoxydons anzunehmen ist 
so miBte, wenn Bernsteinsiure in Milchséure ihren Ubergang fande, det 
Weg iiber die Fumarsaéure und Apfelséure gehen. Da aber unsere Versuc! 
zeigen, daB die Leberdurchblutung keinen Ubergang von Fumarsaure oder 
Apfelsaure in Milchséure erkennen lat, so ist mit der Wahrscheinlichkeit 
zu rechnen, daB die Bernsteinséure bei der Durchblutung der Leber z 
Fumarsaure bzw. Apfelsdéure oxydiert worden ist, und da®8 dadurch zur 
mindesten zu einem Teile — die Milchséurewerte sich aus der Acetaldehyd 
abspaltung dieser Sauren bei der Oxydation ableiten. Die Bernsteinséu: 
selbst ergibt bei der Oxydation mit KMn0O,-Lésung keine Acetaldehyd 
abspaltung. Es wire auch mit der Méglichkeit zu rechnen, da8 die bei der 
Durchblutung im lebenden Gewebe entstehende Apfelsiure die links 
drehende (und nicht die in unseren Versuchen verwandte), optisch inaktiv 
Form ist, wofiir Untersuchungen von Dakin‘ sprechen, der auf die Ahnlich 
keit von 1-Apfelsiure mit der d-Milchséiure hinwies, und daB die steriscly 


' Batelli und Stern, diese Zeitschr. 30, 172, 1911. 

2 T. Thunberg, Zeitschr. f. Physiol. 31, 98, 1916. 

8 Einbeck, diese Zeitschr. 95, 296, 1919. 

* H. D. Dakin, Oxydations and Reductions in the animal Body, 2. Auf 
London, Longmanns, Green and Co., 1922. 
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Kontiguration 


Frage 


tur 
bedarf einer eingehenden Analyse. 
Wir haben schlieBlich noch das cis-trans-Isomere der 


den Ausfall der Ergebnisse mitbestimmend 


Maleinséure, im Durchstr6mungsversuche untersucht : 


Im Vorversuch 


Ill. Versuche mit Maleinsiure. 


Versuch K (normale 


Hundeleber ). 
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ist. Diese 


Fumarséure, die 


Durchblutung mit Warmbliiterringerlésung, der im Haupt- 


Maleinséure) zugesetzt wird. 





Baryt- 
niederschlag 
als Milchsaure 
berechnet 


mg: 


Li) 


\ 


rsuch 0,138 °,iges maleinsaures Na (= 0,1 °% 
Zah! d Zeit der Glucose Milchsaure ry 
Deschenbmengen DuschoteSenungen filtrat 
Min me my mee 
Vorversuch 
1 20 55 17 
2 20 57 17 
3 20 55 14 y 
Hauptversuch (mit Durchstrémung von 0,1°  Maleinsdure als Na-Salz) 
l 20 22 14 
2 20 20 15 
3 20 18 20 8 


Trotz scheinbarer Zunahme des Milchséurewertes im Hauptversuch, 


ist eine wirkliche Zunahme des Milchséurewertes nach Maleinséuredurch- 


blutung, mithin ein Ubergang von Maleinséure in Milchséiure 


Ww eisbar. 


Der qleiche 


Versuch L (normale 


Hundeleber ). 


Versuch wie der vorhergehende 


nicht nach 





: Zeit der Glucose Milchsaure yoy niederachiag 
n — der Durchstrémungen — ; , ; filtrat als Milchsaure 
Durchstromungen berechnet 
Min + mege®/ mg! mg: mgr® 6 
Vorversuch. 

l 20 51 14 

2 20 49 20 

3 20 54 22 12 mg 9 

Hauptversuch (mit Durchstrémung von 0,1° 4 Maleinsaure als Na-Salz) 

1 20 27 14 

2 20 35 16 

3 20 20 9 12 


Auch hier ist keine Erhéhung des reellen, nicht einmal des virtuellen 
Milchséurewertes nachzuweisen. Ein Ubergang von Maleinsaure in Milch- 
Von 


der Anfiihrung weiterer Versuche sehen wir ab, da sie ein gleiches negatives 


siure in Leberdurchblutungsversuchen ist also nicht nachzuweisen. 


Ergebnis haben. 

Fassen wir das Resultat dieser Arbeit zusammen, so lief sich weder 
ein Ubergang von A pfelsdure, noch Fumarsiure, noch Maleinséure in 
Milchséiure bei Leberdurchblutungsversuchen nachweisen 
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(Brugsch und Horsters.) 


XXIII. Mitteilung: 


Milchsiurebildung in der Leber nach Durchstrémungsversuchen 
mit d-Fructose. 


Von 
Y. Harada. 
(Aus dem Laboratorium der IT. medizinischen Klinik der Charité, Be: 


(Eingeqangen am 11. Juli 1927.) 


Bei der Durchblutung von Lebern pankreasdiabetischer Tiere mit 
d-Fructoselésungen fanden Embden und Isaak! eine Uberfithrung de: 
d-Fructose in Glykose. Wir haben nun eine Reihe von Versuchen 
der durchstrémten Leber normaler und pankreasdiabetischer Hun 
angestellt, um den Ubergang von d-Fructose in Milchsaure festzustellen 


Die Durchstré6émung der Leber des frisch entbluteten Hundes gesch 
mit Ringerlésung, zunachst ohne Zusatz von Glucose bzw. d-Fructos 
Die Temperatur ist 40°C. Der Durchstrémungsdruck wird so reguliert 
daB 1 Liter der verwendeten Durchstrémungsfliissigkeit 20 Minuten bra 
um durch die Leber zu flieBen. Nach dreimaliger Durchstr6émung im Vor 
versuch geschieht im Hauptversuch die Durchstré6mung mit der Ringer 
lésung, die den Glucose- bzw. d-Fructosezusatz enthalt. Nach je 20 Minute 
werden Proben entnommen zur Zuckerbestimmung nach G. Bruhns?® bzv 
Milchséurebestimmung navh Clausen-Meyerhof. 


A. Versuche an Lebern normaler Hunde. 


Versuch I (normale Hundeleber). 
Im Vorversuch Durchstrémung mit Ringerlésung, im Hauptversuch 
Durchstrémung mit 0,35°/ ,iger d-Fructoselésung. 





Zeitdauer der yt oll ile 
—_ —* Durchstromungen ag am Milchsaure 
Min. mg-" mg: 
Vorversuch. 
1 20 143 61 
2 20 180 74 
3 20 223 112 


' Embden und Isaak, Zeitschr. f. phys. Chem. 99, 297, 1917. 
2 G. Bruhns, Jodometrische Zuckerbestimmung. Chem.-Ztg. 45, 486, 


1921. 
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' Zeitdauer der , Zucker 
Zahi der Durchstémungen als d*Fructose Milchsaure 
Durchstrémungen berechnet 
Min. mg- mg- 
Hauptversuch. 
1 20 56 186 
2 20 64 254 
3 20 80 236 


Resultat. Die (glykogenhaltige) Leber schwemmt im Vorversuch 
Zucker aus (der hier zum Vergleich mit dem Hauptversuch auf d-Fructose 
aus den Reduktionswert umgerechnet worden ist), ebenso Milchsaure. 
Im Hauptversuch steigt der Milchsdurewert stark an (um 142 mg-°,,, 
gemessen nach dem héchsten Werte im Hauptversuch gegeniiber dem 
héchsten Werte im Vorversuch). Der Anstieg geht iiber den d-Fructose- 
wert, der 35 mg-°, betragt. Die Zuckerausschwemmung halt sich im 
Hauptversuch auf niedrigeren Werten als im Vorversuch. 








mit Versuch II (normale Hundeleber). 
der Im Vorversuch Durchstr6émung mit Ringerlésung, im Hauptversuch 
a Zusatz von 3°/,,iger d-Fructose. 
i i 
ince . Zucker 
ley Zah! der RM als d-Fructose Milchsaure 
” Durchstromungen . berechnet 
1 Min. mg: mg: 
Vorversuch 
1 20 423 187 
: 2 20 606 138 
3 20 695 56 
a Hauptversuch. 
] 2 379 129 
9 2) 404 203 
3 20 454 
Starke Ausschiittung von Zucker im Vorversuch, geringere Aus- 
schiittung im Hauptversuch. Im Hauptversuch nimmt die Milch- 
- siureausschiittung zu. 
Versuch III (normale Hundeleber). 
Im Vorversuch Durchstré6mung mit Ringerlésung, im Hauptversuch 
Zusatz von 6°/,,iger d-Fructose. 
, Zucker 
Zeitdauer der ; 
Zahl der . als d-Fructose Milchsaure 
Durchstré6mungen Durchstrémungen berechnet 
Min. mg~” 9 mg: 
Vorversuch. 
l 20 46 192 
S68, 9 20 Ys 910 
3 20 82 151 
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- Zucker 
Zah! der Rn = lh ll als d-Fructose Milchsaure 
Durchstroémungen berechnet 
Min mg: mg: 
Hauptversuch. 
l 20 445 164 
2 20 429 148 
3 Pan) 414 206 


Die (glykogenarme) Leber schwemmt im Vorversuch nur gering 
Zuckermengen aus; im Hauptversuch bleibt der Zuckerwert hinte 
dem Zuckerwert der Ringerlésung zuriick. Beriicksichtigt man indessen 
die Milchsiurewerte, die im Vorversuch wie Hauptversuch annahernd 
gleich groBe sind, so ist im Hauptversuch der Zuckerwert plus der 
Milchséurewert annahernd so groB wie der d-Fructosewert der Ringer 
lésung. Eine Einsparung von d-Fructose ist leicht beweisbar. 


Versuch IV (normale Hundeleber). 


Im Vorversuch Durchstrémung mit Ringerlésung, im Hauptversuch 
Zusatz von 10° /oiger d-Fructose. 





Zah! der ane hl als nll Milchsaure 
Durchstr6mungen berechnet 
Min mgs mgs 
Vorversuch. 
1 20 278 189 
2 20 384 185 
3 20 513 164 
Hauptversuch. 
1 20 907 126 
2 20 897 181 
| 20 887 105 


Die (glykogenreiche) Leber schwemmt reichlich Zucker aus, des 
gleichen Milchséure. Im Hauptversuch ist der Milchséurewert kleiner 
als im Vorversuch (durehschnittlich), der Zuckerwert halt sich unter 
dem d-Fructosewert der Ringerlésung; Zuckerwert plus Milchsaure- 
wert erreicht im Hauptversuch den d-Fructosewert der Ringerlésung. 
Eine Einsparung von d-Fructose ist deshalb leicht beweisbar. 


Als Gegenstiick zu der Durchstrémung mit d-Fructose fiihren wir 
zwei Versuche mit Glykosedurchstrémung an. 
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Studien Uber intermediéren Kohlehydratumsatz. XXIII. 175 


Versuch V (normale Hundeleber). 


Im Vorversuch Durchstrémung mit Ringerlésung, im Hauptversuch 


Zusatz von 5°), ,iger Glykose. 





Zeitdauer der 


; o \ 
Zab! der Durchstrémungen Glykose Milchsaure 
DurchstrOomungen Min ‘ 
I mg: mg- 
Vorversuch 

l %0) 2OY 105 
2 20 402 144 
3 0) 474 903 

Hauptversuch. 
1 2%) 598 LOY 
2 20 696 101 
3 20 769 109 


Versuch VI (normale Hundeleher). 


Im Vorversuch Durchstrémung mit Ringerlésung, im Hauptversuch 


Zusatz von 10° oo ker Glykose. 





Zeitdauer der 


Zah! der Durchstromungen Glykose Milchsaure 
Durchstr6mungen " 
Min. m¢- mg: 
Vorversuch. 
1 20 58 63 
2 20 44 97 
3 20 31 XN 
Hau ptversuch. 
1 2 1085 67 
2 20 995 109 
3 20 905 155 


Aus diesen beiden Versuchen ist ersichtlich, daB die Glykose- und 
Milchsdureausschwemmung einer (glykogenreichen) Leber zwar durch 
héhere Glykosekonzentration eingeschrankt, aber nicht véllig auf- 
gehoben wird. Ein prinzipieller Unterschied zwischen der Durch- 
strémung mit Glykose und d-Fructose ist in diesen Versuchen nicht 
auffindbar, doch laBt sich sagen, daB im allgemeinen die Milchsaéure- 
bildung in der durchstrémten Leber unter d-Fructosedurchstrémung 
gréBer ist als unter Glykose. 


B. Versuche an Lebern pankreasdiabetischer Hunde. 


Am 15. Dezember 1925 Pankreasexstirpation. 


» 17%. - 1925 enthalt der Harn 3,27%, Glykose. 
a - 1925 1000 ccm Harn, 1,11°%, Glykose. 


» . 2 - 1925 Entblutung. 
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Versuch VII. 


Durchblutung der pankreasdiabetischen Leber mit Ringerlésung 
Hauptversuch Zusatz von 3° j,iger d-Fructose. 





‘ Zucker 
Zah! der Bom nn Al als d-Fructose Milchsaure 
Durchstromungen berechnet 
Min. mg ) mg: 
Vorversuch. 
1 20 45 34 
2 20 45 101 
3 20 45 193 
Hauptversuch. 
l 20 245 181 
2 20 231 214 
3 20 213 28] 


Resultat. Durchstrémung mit d-Fructose steigert die Milchsiw 
bildung; eine Einsparung von d-Fructose ist nicht nachweisbar. 


Versuch VIII. 


6. Januar 1926 Pankreasexstirpation (Hund). 

6. bis 7. Januar 1926 Harnmenge 150 cem, 3,75°, Glykose. 
a ao Be ~ 1926 Harnmenge 80 ccm, 4,44°, Glykose. 
9. Januar 1926 Entblutung. 


Durchstrémung der pankreasdiabetischen Leber mit Ringerlésung 
Hauptversuch Zusatz von 6,5°/,,iger d-Fructose. 





Zeitdauver der Zucker 
Zahl der Dur “eon a als d-Fructose Milchsaure 
Durchstromungen - — berechnet 
Min. mg: mg: 
Vorversuch. 
1 20 0) 37 
2 20 0 54 
8 20 0 77 
Hauptversuch. 
1 20 539 117 
2 20 524 140 
3 20 509 208 


Unter dem EinfluB der d-Fructose wird die Milchsdéureausschwen 
mung gréBer; es 1ABt sich keine Einsparung von d-Fructose nachweisen 
Die Zunahme der Milchsaiure im Hauptversuch lat sich zum Teil woh! 
auf Zersetzung der d-Fructose zuriickfiihren. 
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J "¢ 7 such 1X . 


ng Am 22. Januar 1926 Pankreasexstirpation (Hund). 
——_ * - 1926 Harnzucker 10,2 bei 230 ccm Harnmenge. 
a, wa 1926 Harnmenge 280 ccm, Glykose 9,7 
27. sa 1926 Entblutung. 


Durchstrémung der Leber mit Ringerlésung; im Hauptversuch Zusatz 
40° oo fer Gly kose. 





Zeitd d - 
Zehl der Desdetbaunae Glykose Milchsaure 
Durchstrémungen . 
Min. mg” mg. 
Vorversuch. 

1 20 0 1.4 
2 20 0) 2.3 
3 20 0 3.6 

Hauptversuch. 
l 20 412 1.4 
2 20 407 5.0 
Sa ure 3 20 392 4.5 


Im Gegensatz zur Durchstrémung mit d-Fructose laBt sich hier 
ius Glykose keine Milchséurebildung nachweisen. 


Zusammenfassend darf man schlieBen, daB sowohl die normale wie 
lie pankreasdiabetische Leber unter d-Fructosedurchstr6mung mehr 
Milchsdiure bildet als unter Glykose. 


h wen 
reise! 


1 wohl 
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oe wt. oe 1926 Harnmenge 80 ccm, 4,44°, Glykose. 
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Durchstr6mung der pankreasdiabetischen Leber mit Ringerlésung 
Hauptversuch Zusatz von 6,5°/ ,iger d-Fructose. 





‘ ‘ Zucker 
Zeitdauer der ; 
Zahl der ; als d-Fructose Milchsaure 
DerchetrSmungen Durchstrémungen seeing 
Min. mg: mg: 
Vorversuch. 

1 20 0 37 
2 20 0) 54 
8 20 0 77 

Hauptversuch. 
1 20 539 117 
2 20 524 140 
3 20 509 208 


Unter dem EinfluB der d-Fructose wird die Milchsdureausschwen 
mung gréper; es 1aBt sich keine Einsparung von d-Fructose nachweise! 
Die Zunahme der Milchsiure im Hauptversuch ]4Bt sich zum Teil woh! 
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Ve reuch ee 


Am 22. Januar 1926 Pankreasexstirpation (Hund). 


= we ™ 1926 Harnzucker 10,2°,, bei 230 com Harnmenge. 
—— ° - 1926 Harnmenge 280 cem, Glykose 9,7 
27. ~ 1926 Entblutung. 


Durchstrémung der Leber mit Ringerlésung; im Hauptversuch Zusatz 
40° oo'zer Gly kose. 





Zeitdauer der ; . 
Zehl der Durchstrémungen Glykose Milchsaure 
Durchstrémungen Min no . 
f . . mg 


Vorversuch. 


1 20 0 1.4 

- 20 0 2.3 

3 20 0 3.6 
Hauptversuch. 

l 20 412 1.4 

2 90 407 5.0 

3 20 392 4.5 


Im Gegensatz zur Durchstrémung mit d-Fructose laBt sich hier 
ius Glykose keine Milchséurebildung nachweisen. 
Zusammenfassend darf man schlieBen, dag sowohl die normale wie 


lie pankreasdiabetische Leber unter d-Fructosedurchstrémung mehr 
Milchsdure bildet als unter Glykose. 


Biochemische Zeitschrift Band 188. 12 
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(Brugsch und Horsters.) 


XXIV. Mitteilung: 
Uber die mangelnde BeeinfluSbarkeit der Mutarotation der Glucose 
und d-Fructose durch Insulin. 


Von 
Paul Radt. 


(Aus dem Laboratorium der II. medizinischen Klinik der Charité, Berlin 


(Eingegangen am 11. Juli 1927.) 


Die folgenden Untersuchungen sollen feststellen, ob Insulin bx 
Zusatz von Phosphorséuren und Alkalien einen EinfluB auf die Muta- 
rotation der a- und -Glucose ausiiben. Es ware nimlich an sich 
denkbar, daB diese Stoffe, die doch im Kohlehydratstoffwechse! 
eine bedeutende Rolle spielen, auch hier Anderungen hervorrufen 
z. B. die Geschwindigkeit der Umsetzungen oder das endgiiltige Gleich- 
gewicht beeinflussen. 

Um Genauigkeit zu erreichen, wurde nur mit abgekochtem, destillierte: 
Wasser von 18° Temperatur gearbeitet. Die Drehungswinkel wurden in 
1-dem-Polarimeterrohr beobachtet. Fiir jeden Wert wurden zehn Al 
lesungen gemacht und daraus das Mittel gezogen. In einigen Fallen, w 


sich der Winkel ganz besonders schnell anderte, muBten wir uns mit fiint 
manchmal sogar mit nur zwei Ablesungen begniigen. 


Mutarotation der a-Glucose in reinem destillierten Wasser. 


Tabelle Re 





Ee er ee 0.1 
Aqua A ae ee 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drebungswert 
nach Beginn im !+dem-Rohr nach Beginn im IsdemsRohr 
4’ + 1,021° 91’ L 0,659° 
18 0.919 120 0,601 
29 + 0,859 150 0.568 
61 + 0.739 24h + 0.525 
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Nach 4 Stunden ist der Wert von -+ 0,525° erreicht, der auch nach 
veiteren 24 Stunden noch der gleiche ist. 


Der nachste Versuch sollte das Verhalten der Mutarotation der a-Glucose 
einer Ringerfliissigkeit feststellen. Wir nahmen zu diesem Zwecke die 
vewohnliche neutrale Durchstrémungsfliissigkeit, die im Liter 
6.0¢ NaCl, 
01g KCl, 


0,1 g CaCl, 


enthalt, und lésten in 10 cem dieser Lésung 0,1 g a-Glucose. 


Ce . 2 « cls ab oe | 





Ringerfliissigkeit ee ae age eg 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im Isdcm-Rohr nach Beginn im 1l-dem-Rohr 
4’ + 1,022° 90’ + 0,661° 
20 + 0,909 125 + 0,594 
30 - 0.854 150 +. 0.567 
59 + 0.745 24h +- 0,525 





Danach dndert die Ringerlésung nicht die Mutationskurve der 
a-Glucose. 


Die nachste Versuchsanordnung beobachtet das Verhalten der a-Glucose 
in saurer Lésung, namlich bei Zusatz von primaérem Kaliumphosphat. 


Tabelle II. 





ea ae ee ee a ee 
ee eee 
Pen Gee is ke wee he TOR 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im 1-dem-Rohr nach Beginn im IedemsRohr 
3’ + 0.9718 63’ + 0,.546° 
20 + 0,747 80 + 0,532 
33 + 0.647 93 t- 0,525 
45 +. 0.590 D4h +- 0.525 





Schon nach 3 Minuten sehen wir einen tieferen Wert als in den ersten 
Versuchen, und der steilere Abfall der Kurve sagt uns, daB die Umwandlung 
der a- in die £-Glucose unter dem Einflu8 des sauren Salzes schneller vor 
sich geht. Hier ist schon nach 93 Minuten das Gleichgewicht eingetreten, 
und man erhalt denselben Endwert von + 0,525° wie in den vorhergehenden 
Versuchen. 


Im folgenden ersetzten wir ein Drittel des zugegebenen primaren 
durch sekundaéres Kaliumphosphat. 


12* 
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Tabelle Ill. 





0 ae eee ee ee, | 
Pe sna es ae al a Rca 
So eae ae ee ee 
ee ee 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im ledem-Rohr nach Beginn im IsdemsRobr 
: + 0,920° 18’ L 0.600 
5 + 0.858 26 + 0.550 
7 + 0,802 41 + 0.525 
0,728 24h + 0,525 
+ 0,670 





Die Kurve fallt noch steiler ab als die vorhergehende, und der Endw 
ist hier schon nach 41 Minuten erreicht. 

Darauf ersetzten wir ein weiteres Drittel des primaren Phosphat 
durch sekundares. 


Tabelle IV. 





SE 6 ce eet ek ck, ee 
ge ee ee ee 
Oo: ee ee 
rae 8 a Ve a eS oe 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im I-dem-Rohr nach Beginn im IsdemsRohr 
2’ + 0,940° 11’ +- 0,555 
5 0,778 13 L 0.527 
6 + 0,723 14 + 0.525 
7 - 0,693 24h + 0,525 
8 + 0,650 





Wir sehen, daB die Umwandlung noch schneller vor sich geht 
Das Gleichgewicht zwischen a- und f-Glucose ist schon nach 14 Mi- 
nuten hergestellt. 

Nun verfolgen wir den Gang der Mutarotation in einer Lésung, die nur 
sekundiéres Kaliumphosphat enthalt. 


Tabelle V. 





SE Ee ae ee 
err * 
Ree Ge ck ws wh TOE 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im 1sdemsRohr nach Beginn im Iedcm-Rohr 
3’ 1 0.770° 8’ + 0.552" 
4 + 0,676 10 + 0,527 
5 + 0,632 11 + 0,525 
6 + 0,601 24h + 0.525 
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In diesem alkalischen Milieu setzt sich die a-Glucose noch viel 
schneller in B-Glucose um, wie es der sehr steile Verlauf unserer Kurve 


Schon nach 


zeigt. 


11 Minuten ist der Wert von 


0,525° erreicht. 


Jetzt lieBen wir die phosphorsauren Salze ganz weg und unter- 
suchten die a-Glucose in n/10 und n/100 Natronlauge, wir stellten 
ms aus ihnen 1°%ige a-Glucoselésungen her. 


Tabelle 


a-Glucose 


n/l0 NaOH. 


Vi. 
0,1 
10,0 





Zeit der Ablesung nach Beginn 


2 
24h 


Tabe lle 


a-Glucose ‘ 
n/100 NaOH 


Drehungswert im 1-dem-Rohr 


0.525° 
0.525 


Via. 
0.1 
10.0 





Zeit der Ablesung nach Beginn 


24h 


Drehungswert im 1-dcm-Robr 


+ 0,525° 
+ 0,525 


Unter der Einwirkung dieser schwachen Alkalilésungen scheint 
die Umwandlung der a-Glucose in die £-Form fast augenblicklich zu 
erfolgen, denn schon bei der ersten Ablesung, die den Wert von + 0,525° 
ergibt, zeigt sich, daB das Gleichgewicht bereits hergestellt ist; eine 


kurvenmaBige Darstellung miiBte also eine fast senkrechte Linie 
zeichnen. 

Hiermit schlieBt die erste Versuchsreihe iiber das Verhalten der 
Mutarotation der a-Glucose. Es zeigt sich, daB sie in neutraler Lésung 
langsam erfolgt, schneller in saurer, noch schneller in schwach alka- 
lischer, mit zunehmender Alkaleszenz erheblich beschleunigt 
Stets verlauft die Umsetzungskurve erst steiler, um sich all- 


aber 
wird. 
mahlich abzuflachen, 
bei +- 0,525° erreicht wird. 


wobei in allen Fallen dasselbe Gleichgewicht 


Es folgen nun dieselben Versuche unter Zusatz von Insulin, um 
festzustellen, ob dieses etwa die Schnelligkeit der Umsetzungen oder 
den Gleichgewichtspunkt beeinfluBt. Wir benutzten Trockeninsulin. 
Zuerst sahen wir zu, ob nicht die reine wasserige Insulinlésung optisch 
aktiv ware. Hierbei stellte sich heraus, daB unser Insulin die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach links drehte, und zwar ergab sich fir 


0,01 g Insulin in 10cem eine Drehung von 0,08°, 
OS Es ae 0,04, 
0,001 ¢ ie | a 0.008". 
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Insulin? macht also eine Linksdrehung, die proportional der ge. 
listen Menge ist. 

Nun setzten wir diese Insulinmengen von 0,01 bzw. 0,005 bzw. 0,00] 9 
Insulin zu unserer frisch bereiteten 1°,igen wisserigen a-Glucoselésuny 
zu und beobachteten den Verlauf der Umsetzung. 


Tabelle VII. 


Se ee ee 0,1 
mes GU. 5 ct hoe Oe 





Zeit der Ablesung Drehungswinkel im l*dcmsRohr bei Zusatz von 


neck Bogen 0,01 g Insulin 0,005 g Insulin 0,001 g Insulir 

4’ +- 0,941° + 0,981" + 1,015 
18 t 0.839  O.S78 + O,919 
29  O.819 1 0.851 
30 +. 0.779 

59 1 0.729 
60 + 0.662 t 0,699 

90 + 0.579 t 0.619 + 0.651 

120 - 0.519 + 0.559 + 0.591 

150 + 0.489 

180 +. 0,509 L 0.541 

210 + 0,491 +- 0.523 
24h + 0,445 t 0.485 + 0.517 


Wir stellen fest, daB die Kurve mit der unserer ersten Versuch« 
ohne Insulin vdéllig identisch verliuft. Die Geschwindigkeit der Um 
wandlung von a- in £-Glucose wird demnach von Insulin in wisseriger 
Lésung nicht beeinfluBt. Wir kénnen nur feststellen, daB in diesen 
Versuche die einzeinen Werte und Endwerte etwas niedriger sind, als 
in dem entsprechenden ohne Insulin, und zwar um so niedriger, je melu 
Insulin zugesetzt war. Wir sehen aber sofort, daB diese Verminderung 
des Drehungswinkels genau der Linksdrehung des zugesetzten Insulins 
entspricht. Es wird also auch der Gleichgewichts»unkt durch Insulin 
in wisseriger Lésung nicht gefindert. Da unser letzter Versuch uns 
gezeigt hatte, daB es auf die Menge des zugegebenen Insulins tiberhaupt 
nicht ankommt, setzten wir bei folgenden Versuchen stets nur 0,0) g 
Insulin zu. Sie sind Paralleluntersuchungen zu den Versuchen |: 
bis VI. 

Wir untersuchten zunichst den EinfluB des Insulins auf die in 
Ringerflissigkeit geléste a-Glucose. 

1 Diese Aussage bezieht sich auf ein von der Firma C. A. F. Kahl 
baum uns zur Verfiigung gestelltes Trockeninsulin, welches etwa 4 
6E. im mg enthalt. 
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Tabelle Vila. 





a —s ! 
Ringerfliissigkeit . . . 10,0 
Oe a. WM ella eoe es . 0,01 
Zeit der Ablesung Drehungswinkel Zeit der Ablesung Drehungswinke! 
nach Beginn im I*dcemsRohbr nach Beginn im Isdem-Robr 
4’ +- 0,941° 90’ + 0.580° 
18 t 0.839 120 + 0.519 
30 1 (0.779 150 + 0,489 
60 - 0,663 24h + 0,445 





Es zeigt sich véllige Ubereinstimmung mit dem vorhergehenden 
Versuche. Die Mutarotation der a-Glucose, die ohne Insulin in Wasser 
und Ringerfliissigkeit identisch verlief, zeigt diese Ubereinstimmung 
auch bei Insulinzusatz. Es andert also auch in Ringerlésung Insulin 
den Ablauf der Mutarotation der a-Glucose nicht. 

Dann folgt die Untersuchung des Insulineinflusses auf die a- 
Glucoselésung unter Zusatz von primirem Kaliumphosphat. 


Tabelle VIII. 





.6 4 aw & eo ee ee 0,1 
oe a gee 
Aqua dest. . . ee 
De > « 6 a 2 bales a 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im I*dem-Rohr nach Beginn im I*demsRohr 
3 0.891° 63’ + 0,466° 
20 0.665 78 . 0.452 
33 0,569 93 + 0.445 
45 + 0,511 24h + 0,455 





Hierauf wurde die Mutarotation unter Insulin fiir eine Lésung 
verfolgt, die zwei Drittel primires und ein Drittel sekundares Kalium- 
phosphat enthielt. 

Tabelle IX. 





eS eee ee ae ee 
2% | eee ee ee ee 
Sa ee | Pie 
Aqua SP a oe 
De els Gas «oe eo 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im l-dem-Rohr nach Beginn im I*dcm-Robr 
3’ + 0,841° 18 + 0.520 
5 + 0,775 26 + 0,469 
7 + 0,720 41 + 0,445 
10 - 0.645 24h + 0,445 
13 + 0,588 
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Darauf beobachteten wir den InsulineinfluB auf die a-Glucoselés 





mit ?, primaérem und ?)/, sekundairem Kaliumphosphat. 
Tale lle a 
Ce eee ae ee ee, 
Re ck ek ee te ek 
6) ee ae ee, | 
ee ee ae ee ee 
ile ia a re ee ee . 0,01 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im Isdcm-Rohr nach Beginn im Isdem-Rohr 
yy tL 0.860° 11 t 0.474 
a) L 0.700 13 L ().447 
6 0.643 14 + 0.445 
7 + 0,611 24h + 0,445 
8 0.571 





Im folgenden Versuche setzten wir Insulin zu der Lésung, die nw 
sekundares Kaliumphosphat enthielt. 


Tabelle XI. 





OEE ee ae ae ae 
eee ee 
Aqua dest. ek nes ee 
Pe tee ae eS ee, 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im I+dem-Rohr nach Beginn im 1-dem-Rohr 
3’ - 0.§91° 4 t ().473° 
4 +. 0,597 10 +. 0.448 
5 + 0.553 11 +. 0.445 
6 +0521 24h + 0.445 





SchlieBlich untersuchten wir den Einflu8 des Insulins auf n/10 w 
n/100 Natronlauge, die a-Glucose gelést enthalt. 


Tabelle X11. 





es a 6 ey ee we We ce ee, See 
So | ee ee 
eS aw eee 6 Se es ee. 

Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im 1-dcm-Rohr 


2’ 0,445° 
24h + 0,445 
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Tabelle Xlla. 





I a a= ar de Te et 0,1 
fe a 
A a a a 
Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im ]+«dcmsRohr 
2 + 0,445 
24h 0.445 


Vergleichen wir diese Versuche (VIII bis XIla) mit denen der ersten 
teihe (II bis VI), so ergibt sich eine véllige Uhereinstimmung: Die 
Kurven verlaufen gleich. Die Geschwindigkeit der Umwandlung ist 
die gleiche wie in den entsprechenden Versuchen ohne Insulin, und 
ebenso stellt sich das Gleichgewicht auf denselben Wert ein 


Es ist somit festgestellt, daB Insulin keinen EinfluB auf die Muta- 
rotation der a-Glucose hat. 


Nun galt es, das Verhalten der B-Glucose zu beachten. 


Diese stellten wir uns selbst aus der a-Glucose her: Im Wasserbad 
vurde Pyridin auf etwa 90° erhitzt und in dieses so lange a-Glucose gegeben, 
is die Lésung v6llig gesittigt war. Diese Lésung wurde hei filtriert 

i das Filtrat im Eisschrank abgekiihlt. Dabei fiel eine weiBe Masse aus. 
Nach dem AbgieBen der iiberstehenden Pyridinlésung wurde der Boden- 
satz erst mit FlieBpapier, dann im Exsikkator tiber Schwefelsdure ge 
trocknet. So erhielten wir ein weiGBes kristallinisches Pulver, das stark 
nach Pyridin roch. Das Pyridin verfliichtigt sich beim Stehen an der 
Luft und es bleibt reine $-Glucose als feines weiBes, geruchloses Pulve1 


ruruck. 


Diese 8-Glucose untersuchten wir ebenso wie die a-Glucose zuerst 
n destilliertem Wasser und dann in Ringerfliissigkeit. 


Tabelle XIII. 





ra” 
Aqua dest. . ky ee. oo oe ee 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im I*dem-Rohr nach Beginn im ledem-Rohr 
5 + 0,327° 64 0,512° 
19 + 0,410 79 + 0,521 
34 0.465 G4 L. 0.525 
59 L. (496 4h L 0.525 
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Tabelle XIIla. 





B-Glucose ee a oe ie. 4 0,1 
tingerfliissigkeit . . .. . » a ee 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im 1-dcm-Rohr nach Beginn im I*demsRohr 
5’ 0,326° 63’ O.510 
20 0,414 80 0521 
35 0.467 95 0.525 
50 0,497 24h 1,925 





Zuniachst stellen wir fest, daB die Umwandlung in Wasser und in 
Ringerfliissigkeit véllig gleich verlauft. Die Kurve steigt langsam 
um sich mehr und mehr abzuflachen. Das Gleichgewicht ist schon 
nach 94 Minuten erreicht, es scheint also die Umwandlung der £- in 
die a-Form leichter vor sich zu gehen als umgekehrt. Das Gleichgewicht 
liegt am selben Punkte von + 0,525°. 


Dann beobachteten wir in primarer Kaliumphosphatlésung 


Tabelle XIV. 





B-Glucose . de 2 bee «ee 0,1 
NS x eS es a SS 
SS ee ae 
Insulin 0.01 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im I*dem-Robr nach Beginn im I*demsRobr 
5’ + 0.3219 38’ + 0.485 
7 + 0,345 47 0,505 
10 +. 0,374 60 0,520 
14 + 0,398 75 - 0.525 
QR 4- 0,451 24h 0,525 





Im Vergleich zur wasserigen Lésung ist die Mutarotation mabig b 
schleunigt. 
Jetzt ersetzten wir ein Drittel des primaren Kaliumphosphats durc! 





sekundares. 
Tabelle XV. 
B EE eee ae ee 0,1 
Es. 6 6, 5 se ee ee ee 
K,HPO, 0,033... 
Aqua dest. 10,0 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im 1-demsRohr nach Beginn im I*demsRohr 
8’ +. 0,325° 20 0.504 
5 + 0,372 30 + 0,524 
7 + 0,494 40 0,525 
10 0.438 24b + 0.525 
15 + 0,476 











Studien iiber intermediairen Kohlehydratumsatz. 


187 


XXIV 


Wir sehen die Umwandlung erheblich schneller vor sich gehen 


Dann ersetzen wir ein zweites Drittel primaren Kaliumphosphats durch 


st kundares. 











—— 
Ral Tabell AVii 
ny B Glucose 0.1 
l KH,PO, 0,033 
2 K,HPO, 0,066... 
Aqua dest. 10.0 
ind iy 
Mm al Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
; nach Beginn im 1-demsRohr nach Beginn im ledemsRohr 
schon 
p- } 2 0.360° 11’ -- 0.509 
Wicht 3 0.399 15 0.524 
4 0.416 20 0.525 
5 0.438 D4 0.525 
7 0,472 
SchlieBlich untersuchten wir in reiner sekundarer Kaliumphosphat- 
losung. 
Tabelle XVII. 
B Glucose 0.1 
ort ‘ 
br K,HPO, 0,1 
Aqua dest. 10.0 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 


nach Beginn 


Ot O9 DO 


im I*dcemsRohr 


4 1) 380° 
0,421 
0,472 


nach Beginn 


im I*sdem-Rohr 


0.499° 
+ 0,525 


0.525 


Wir kénnen wieder feststellen, daB zunehmende Alkaleszenz die 
Geschwindigkeit der Umwandlung steigert. 


Endlich lésten wir die B-Glucose in n/10 und n/100 Natronlauge. 


Tabe lle 


B-« tlucose . 


n/10 


NaOH. 


XVIII. 


10.0 





Zeit der Ablesung nach Beginn 


9 
24h 


Drebungswert im I-dcm-Robr 


+ 0,525° 


+ 0.525 
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Tabelle XVIIla. 





I Bios. 50. Talent ge, ef 
n 100 NaOH : oar oe 10,0 
Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im 1-dcem-Rohr 
> whe 0.525° 
24h + 0.525 


Wie die Umwandlung der a-Glucose unter diesem EinfluB der 
schwachen Natronlauge augenblicklich zu erfolgen schien, kénnen wir 
auch bei der £-Glucose schon bei der ersten Ablesung feststellen, da8 
das Gleichgewicht bereits erreicht ist. 


Vergleichen wir die Untersuchungen der a-Glucose mit denen det 
B-Form, so finden wir grofe Ubereinstimmungen: Am flachsten 
verlauft die Kurve bei Lésung in Wasser bzw. Ringerfliissigkeit, steiler 
in saurem Milieu. Mit zunehmender Alkaleszenz des Lésungsmittels 
nimmt auch die Steilheit der Kurve zu, um denselben Endwert zu 
erreichen. In allen Fallen geht die Umwandlung zuerst schnell vor 
sich, um allmahlich langsamer zu werden 

Die Unterschiede im Verhalten der a- und f-Form zeigen sich 
wenn man ihr Verhalten in den entsprechenden Lésungen gegeniiber- 
stellt. Dabei sehen wir, daB die f-Form in Wasser und Ringer- 
fliissigkeit erheblich schneller auf ihren Endwert kommt als di 
a-Form. Dieser Unterschied ist nicht mehr erheblich in saurer Lésung 
Bei Alkalizusatz setzt sich die a-Form schneller um als die f-Form, es 
verzégert sich also die Umsetzung der f-Glucose, die sonst schnellet 
vor sich geht als die der a-Glucose, unter Alkalieinwirkung im Ver 
gleich zu dieser. 

Jetzt stellten wir die Versuche 13 bis 18a nochmals an unter Zu- 
satz von Insulin, um zu sehen, ob dieses bei der B-Glucose Anderungen 
im Verlaufe der Mutarotation hervorruft. 


Zuerst setzten wir 0,01 g Insulin der wasserigen B-Glucoselésung 


Tabelle XIX. 





B-Glucose We aoe . 4 . a 
CO" a ee: 
0 — EA See 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drebungswert 
nach Beginn im 1-demsRohr nach Beginn im 1*dcemsRohbr 
5 + 0,246° 64’ + 0,431° 
19 + 0,329 79 + 0,441 
34 + 0,385 G4 + 0,445 
DO 0.418 24h + 0.445 
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Es ergibt sich vdéllige Ubereinstimmung mit dem entsprechenden 
Versuche ohne Insulin. Nur liegen die einzelnen Werte gema&B der Links 
ehung des Insulins etwas tiefer. 


Dann der Verlauf der Kurve in Ringerfliissigkeit und Insulin 


Tabelle XI Xa. 





B-Glucose ° . . ° ° . ° ° . 0,1 
Ringerfliissigkeit . . ..... . 10,0 
Imsulin ... ote ; ». Oe 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drekungswert 
nach Beginn im I-demsRohr nach Beginn im IsdemsRohr 
5’ + 0.2470 63 0,430 
20 L 0.534 SO 0.442 
35 + 0.387 95 0.445 
50 0.418 24h 0.445 





Wir kénnen feststellen, daB dieser Versuch mit dem vorher- 
gehenden iibereinstimmt, es also auch bei Insulinzusatz gleich ist, 
ob zur Lésung der f-Glucose Wasser oder Ringerfliissigkeit ver- 
wendet wird. 

Es folgen die Untersuchungen des Insulineinflusses auf die p- 


Glucoselésungen unter Zusatz von Kaliumphosphaten 


Saures Kaliumphosphat. 


T abe Le X x . 





CAO... « +e se ee wn «eo GQ 
Ree + + 6 Sina c e 
oe Gk 6a ke es ee 3 
Insulin... Pia ‘ . O01 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeif der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im ledcmeRohr nach Beginn im ledem-Robr 
5’ + 0,240° 38’ + 0,405° 
7 + 0,266 47 0,423 
10 + 0,294 60 + 0,440 
14 + 0,318 75 + 0,445 
26 - 0.371 24h + 0,445 





Dann in einer Lésung von ” rimaérem und !,/, sekundirem Phosphat. 
3 3 
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Tabelle XXI. 
B- Glucose 

KH,PO, 

K,HPO, 

Aqua dest. 


Insulin 


0,1 
0.0606... 
0,033 .. 
10,0 





Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


Drebungswert 


im l*demsRohr nach Beginn 





- 0,245° 20 

- 0,294 30 
0.326 40 
0.360 24b 
0398 


Zeit der Ablesung 


Drebungswert 
im I+dcm-R 


+ 0,424 
- 0.443 
-() 445 

+ 445 


Hierauf in einer Lésung, die !/,; priméres und */, sekundares Phosphat 


enthielt. 


Tabelle XXII. 
B-Glucose 
KH,PO, 
K,HPO, 
Aqua dest 


Insulin 


0,1 
0,033 .. 
0.066... 
10,0 


0,01 





Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


9° 
> 
, 


4 


Drehungswert 


im I*dcemsRohr nach Beginn 





0,281° 7’ 
0.311 11 

- 0.337 15 
+ 0.360 24h 


Zeit der Ablesung 


Drehungswert 
im Isdem-Rohr 


- 394° 

+ 0.430 
- 0.445 

445 


Darauf folgen die Untersuchungen im sekundaren Kaliumphosphat 





Tabelle XXIII. 
B-Glucose 0,1 
K,HPO, 0,1 
Aqua dest. 10.0 
Insulin 0,01 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im I*dem-Rohr nach Beginn im I+¢demsRohr 
2’ + 0.301 / 7 aie 0,420 
3 + 0.341 12 0,445 
5 - 0,381 24h + 0,445 


SchlieBlich untersuchten wir 


in n/10 und n/100 Natronlauge 
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Tabelle XXIV. 


B Glucose >< » 2 s&s ° 0,1 
mse Bemetpme. 2 2 se ; , . oe 


Tnsulin 0.01 











Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im 1-dcm-Rohr 
_— 2’ + 0,445° 
Br 24h + 0,445 
Tabelle XXIVa. 
B-Glucose via 8 Sar wt ew ae GS 0,1 
8 ) ee | 
Insulin 0,01 
; Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im I-dcm-Rohr 
2’ + 0,445° 
24h + 0,445 
Beim Vergleich dieser Ergebnisse mit den Versuchen 14 bis 
I8a kénnen wir wiederum vollkommene Ubereinstimmung in allen 
Punkten feststellen. Die entsprechenden Kurven verlaufen viollig 
gleich. Es ergibt sich also, daB auch die Mutarotation der B-Glucose 
. n keiner Weise vom Insulin beeinfluBt wird. 
or 
Es folgen die Untersuchungen der Mutarotation der Lavulose. 
Wir gingen analog den Versuchen mit Glucose vor und _ beob- 
ichteten zunichst das Verhalten der Lavulose in wasseriger Lésung. 
ha Tabe lle be 4 V. 
Lavulose 0,1 
Aqua dest. 10.0 
Zeit der Ablesung Drehungswert Zeit der Ablesung Drehungswert 
nach Beginn im Isdem-Rohbr nach Beginn im ledem-Rohr 
3’ 1.111° 10’ 0,928° 
1,042 17 0,910 
— 5 — 1,000 24h 0.910 
7 — 0,951 





Wir erhalten eine steil abfallende Kurve. Schon nach 17 Minuten ist 
das Gleichgewicht eingetreten. Die Umwandlungen der beiden Lavulose- 
formen ineinander scheinen also erheblich leichter vor sich zu gehen als 


bei der Glucose. 


Dann lésten wir die Lavulose in Ringerfliissigkeit. 
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Tabelle 


Lavulose 


Ringerfliissigkeit 


P. Radt: 


XXVa. 


0. 





l 





Drehungswert 


Zeit der Ablesung 
im I*sdemsRobr 


nach Beginn 


3’ 1,112° 
4 1,042 
5 1.001 
7 0.952 





Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


10 
17 
24h 


Drehungswert 
m Isdcm-R 


1) GUS 
O41 


Q1 
OY] 


Wir sehen auch hier wieder, da8 es keinen Unterschied macht, ob 


zur Lésung der Zucker 
verlaufen gleich. 


Wasser oder Ringerfliissigkeit nimmt, die Ku 


Dann setzten wir zur wasserigen Lavuloselésung primiires Ka 


phosphat. 
Tahe lle 
Livulose 
KH,PO, 
Aqua dest. 


XXVI. 


l 
l 





Drehungswert 


Zeit der Ablesung 
im 1l-dem-Rohr 


nacb Beyginn 


2’ 1,111° 
3 — 1.050 
+ - 0,995 
5 0.958 
Es ergibt sich eine starke 





Beschleunigung 


Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


6' 
q 
24h 


der | 


das Gleichgewicht ist schon nach 9 Minuten erreicht. 


Jetzt ersetzten wir 


T abe lle 
Lavulose 
KH,PO, 
K,HPO, 
Aqua dest. 


XAXVII. 


Drehungswert 


im IsdemsR 


mwandlung, 


1/, primares Kaliumphosphat durch sekundar 


0.0606... 
0.033... 





Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im 1-dcem-Rohr 
2 0.910 
Q4h 0.910 
Wir sehen, da8 unter dem EinfluB des basischen Salzes die U: 
wandlung augenblicklich vor sich geht. Schon bei der ersten Ablesung 


ist der Endwert erreicht. 


Dasselbe ergab sich nun, als wir ein weiteres Drittel des sauren Sa 


durch das basische ersetzten. 
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Tabe lle 
Lavulose 
KH,PO, 
K,HPO, 
Aqua dest. 


XXVIII. 
0,1 
0,033 . 
0,066. 


10.0 





Zeit der Ablesung nach Beginn 


24h 


Drehungswert im 1-dcm-Rohr 


0,91° 
0,91 


Dasselbe in reiner sekundarer Kaliumphosphatlésung. 


Tabelle 
Lavulose 
K,HPO, 
Aqua dest 


XXIX. 
0,1 
0,1 





Zeit der Ablesung nach Beginn 


24b 


Das gleiche Resultat erhielten 


Drehungswert im 1+dem+Rohr 


O91" 
091 


wir, als wir die Lavulose in n/10 


und n/100 Natronlauge untersuchten. 


Tahe lle 
Lav ulose 


n/10 NaOH. 


fe 
| 





Zeit der Ablesung nach Beginn 
‘ 
24h 
Tabelle 


Lavulose 


n 100 NaOH 


Drehungswert im 1+dcm-sRohr 
0.91" 
0.91 
XXXa. 
0,1 
10.0 





Zeit der Ablesung nach Beyinn 
2 
24b 
Der Ubergang der a-Livulose 


des Gleichgewichtszustandes scheint 
leichter vor sich zu gehen. 


Drehungswert im 1+dem-Rohr 
O91 


O91 


in die £-Form bis zur Erreichung 
im Vergleich zu den Glucosen viel 


Darauf wiederholten wir die Versuche 25 bis 30a unter Insulinzusatz. 
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Tabelle XXXI 
Lavulose 
Aqua dest. 


Insulin 


Radt: 

(vgl. Kurve III, 3). 
0.1 
10.0 
0.0] 





Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


~J] Ore ww 


Wieder last 


laufen gleich. 


Der nachste 


Ringerfliissigkeit 


Drehungswert 
im IsdemsRohr 


Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


10’ 
17 
2th 





Insulin die Umsetz 


Versuch untersucht 
Lavulose. 


gelk ste 
Tahe lle 

Lavulose 

Ringerfliissigkeit 


Insulin 


ungen 


unbeeinfluBt, die 


Drehungswert 
im Isdem-Rohr 


1.007 


0.990 
O.440) 


Kurve 


den EinfluB8 des Insulins auf div 
XXX/Ja. 

0,1 

10.0 

0,01 





Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


Drehungswert 
im l-sdemsRohr 


1,191° 
1,122 
1.080 
1,031 





Zeit der Ablesung 
nach Beginn 


Drehungswert 
im Isdem-Kohr 


1,008 
0.990 
0.990 


Auch hier ergibt sich, daB Insulin ohne jeden Einflu8 bleibt 


Dann setzten wir Insulin zur Lésung, die priméres Kaliumphos) 


enthielt. 


Tabelle XXXII 
Lavulose 0.1 
KH,PO, 0.1 
Aqua dest és 10.0 
Insulin 0.01 





Drehungswert 
im IsdemsRohr 


Zeit der Ablesung 


Drehungswert 
nach Beginn 


im IsdemsRohr 


Zeit der Ablesung 
nach Beginn 





2 1,190° 6 1,012 
3 1.129 q 0.999 
4 1,075 24h 0,990 
5 1.039 


Verlaufs der Mutarotation. 


Insulin zeigt keine Anderung des 








Studien 


Auch die augenblickliche Umsetzung unter 


in nicht 


liber intermediaren 


beeinflussen 


Tabelle 
Lavulose 
KH, PO, 
K,HPO, 
Aqua dest 


Insulin 
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Alkalizusatz konnte 


AXXIII. 
0.1 
O.066 . 
0,033 
10.0 





Zeit der Ablesung nach Beginn 
24h 


Tabelle 
Liivulose 
KH,PO, 
K,HPO, 
Aqua 


Insulin 


dest 


Drehungswert im 1-demsRohbr 


0.990 
0.990 


AXXIV. 
0,1 
0,033 . 
0.006 
10.0 


OO] 





Zeit der Ablesung nach Beginn 
24h 


Tabelli 
Lavulose 
K,HPO, 
Aqua dest. 


Insulin 


Drehungswert im 1-demsRohr 


O44)" 
0.990) 


ef #4 fs 
0,1 
0,1 
10.0 


0.01 





Zeit der Ablesung nach Beginn 


24h 


T abelle 
Lav ulose 
n/10 NaOH 


Insulin 


Drehungswert im I-dcem-Rohr 


0.990 
0.990) 


AXXVI. 


0,1 
10.0 





Zeit der Ablesung nach Beginn 


24h 


Drebungswert im I*demsRohbr 


O.490)" 


0.490) 


13* 
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Tabelle XX XVIa. 





Lavulose 0,1 
n/100 NaOH 10.0 
Insulin 0,01 
Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im 1I-dcm-Rohr 
- 0,.991° 
24h 0.990 


Die Versuchsreihen tiber Lavulose mit und ohne Insulinzus 
zeigen, daB die Mutarotation der Lavulose unter den von uns gegebene: 
Bedingungen von Insulin nicht beeinfluBt wird. 

Wenn wir unsere Versuchsergebnisse zusammenfassen, so |i 
sich sagen, daB bei unseren Reagenzglasversuchen Insulin unter der 
verschiedensten Bedingungen auf die Mutarotation der Glucose und 
der Lavulose ohne EinfluB8 bleibt. Insulin laBt die Geschwindigk: 
der Umwandlung von einer Zucker-Form in die andere unberiihrt und 


stért nicht das Gleichgewicht zwischen den a- und £-Formen. 











Quantitative Untersuchungen 
iiber den Abbau von Aminosiuren und Aminopurinen 
durch Methylglyoxal und verwandte Substanzen'. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der enge Zusammenhang zwischen Kohlenhydrat- und Eiwei8 
imsatz tritt im Stoffwechsel der autotrophen Pflanzen am sinnfalligsten 
gutage. Aus den durch Assimilation gebildeten Kohlenhydraten und 
aus Ammonsalzen entstehen Aminosauren, wobei die durch Veratmung 
«ler Vergarung von Zucker gewonnene Energie den Eintritt der Reaktion 
erméglicht. Auch bei heterotrophen Vegetabilien ist eine solche Be- 
ziehung unverkennbar, wie seit Pasteurs Fundamentalversuch tiber die 
RiweiBsynthese durch Hefe und ahnliche Organismen bekannt ist 
Eine neue Seite dieses Gegenstandes enthiillten die grundlegenden 
Untersuchungen von F. EFhrlich®?. Fiir das hier zu_ behandelnde 
Problem ist die Tatsache von Belang, daB jede der Hefe als einzige 
Stickstoffnahrung gebotene Aminoséure zunachst desaminiert wird, und 
da8 dann das hierbei in Freiheit gesetzte Ammoniak zusammen mit dem 
Kohlenhydrat zu Protoplasmabildung dient ; die dazu erforderliche Energie 
wird durch eine gleichzeitig ablaufende alkoholische Zuckerspaltung 
bereitgestellt. Wegen vieler anderer Beriihrungen, die zwischen EiweiB- 
ind Kohlenhydratstoffwechsel vorhanden sind, sei nur noch des 
Befundes gedacht, daB die primaren Abbauprodukte der EiweiBbausteine, 
die a-Ketosauren, und deren sekundare Zerfallsprodukte, die Aldehyde, 
allesamt zu den starksten Aktivatoren des desmolytischen Kohlen- 
hydratverbrauches zahlen* Auch fiir den tierischen Stoffwechsel 


1 Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
im 16. Mai 1927. 

2 F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8, 1906; 2, 52, 1907; 8, 438, 1908. 

3 ©. Neubera, diese Zeitschr. 88, 145, 1918; C. Neuberg und M. Ehrlich, 


ebendaselbst 101, 239, 1920; C. Newberg und M. Sandberg, ebendaselbst 


109, 290, 1920. 
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Tabelle XX XVIa. 





Liavulose 0,1 
n/100 NaOH 10,0 
Insulin 0,01 
Zeit der Ablesung nach Beginn Drehungswert im I-dcm-Rohr 
9’ 0,990° 
24h 0,990 


Die Versuchsreihen iiber Lavulose mit und ohne Insulinzus 


zeigen, daB die Mutarotation der Lavulose unter den von uns gegebene: 


Bedingungen von Insulin nicht beeinfluBt wird. 


Wenn wir unsere Versuchsergebnisse zusammenfassen, so |ibt 
sich sagen, da bei unseren Reagenzglasversuchen Insulin unter de: 
verschiedensten Bedingungen auf die Mutarotation der Glucose und 


der Lavulose ohne EinfluB bleibt. Insulin laBt die Geschwindigk: 


der Umwandlung von einer Zucker-Form in die andere unberiihrt und 


stért nicht das Gleichgewicht zwischen den a- und $-Formen. 














Quantitative Untersuchungen 
iiber den Abbau von Aminosiuren und Aminopurinen 
durch Methylglyoxal und verwandte Substanzen'. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 
\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der enge Zusammenhang zwischen Kohlenhydrat- und Eiweib- 
imsatz tritt im Stoffwechsel der autotrophen Pflanzen am sinnfalligsten 
gutage. Aus den durch Assimilation gebildeten Kohlenhydraten und 
aus Ammonsalzen entstehen Aminosiéuren, wobei die durch Veratmung 
oder Vergirung von Zucker gewonnene Energie den Eintritt der Reaktion 
erméglicht. Auch bei heterotrophen Vegetabilien ist eine solche Be- 
ziehung unverkennbar, wie seit Pasteurs Fundamentalversuch tiber die 
KiweiBsynthese durch Hefe und ahnliche Organismen bekannt ist 
Eine neue Seite dieses Gegenstandes enthiillten die grundlegenden 
Untersuchungen von F. Ehrilich?. Fiir das hier zu behandelnde 
Problem ist die Tatsache von Belang, daB jede der Hefe als einzige 
Stickstoffnahrung gebotene Aminoséure zunachst desaminiert wird, und 
da8 dann das hierbei in Freiheit gesetzte Ammoniak zusammen mit dem 
Kohlenhydrat zu Protoplasmabildung dient ; die dazu erforderliche Energie 
wird durch eine gleichzeitig ablaufende alkoholische Zuckerspaltung 
bereitgestellt. Wegen vieler anderer Beriihrungen, die zwischen Eiweib- 
ind Kohlenhydratstoffwechsel vorhanden sind, sei nur noch des 
Befundes gedacht, daB die primaren Abbauprodukte der Eiweibbausteine, 
die a-Ketoséuren, und deren sekundare Zerfallsprodukte, die Aldehyde, 
allesamt zu den starksten Aktivatoren des desmolytischen Kohlen- 
hydratverbrauches zaihlen® Auch fiir den tierischen Stoffwechsel 


t Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
im 16. Mai 1927. 

2 F.. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8, 1906; 2, 52, 1907; 8, 438, 1908. 

3 ©. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 145, 1918; C. Newberg und M. Fhrlich, 


ebendaselbst 101, 239, 1920; C. Newberg und M. Sandberg, ebendaselbst 


109, 290, 1920. 
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sind Verkniipfungen von EiweiB- und Kohlenhydratumsatz seit lang 
bekannt ; erinnert sei an die Frage nach der Bildung von Zucker 
dem EiweiB 

Neuerdings ist diesen Zusammenhangen eine besondere 
merksamkeit geschenkt im Hinblick auf die Vorgiinge bei den lebens 
wichtigen Erscheinungen der Glykolyse und Atmung. Es hat sich n 
lich gezeigt, daB diese Stoffwechselprozesse von einer Entstehung 
Ammoniak begleitet sind, und wir verweisen hinsichtlich der gam 
sich ergebenden Probleme auf die Untersuchungen von Cathcart, G 
Andersen, Lee, Tashiro, Warburg, Meyerhof, Embden, Gyérgy, Par: 
Grafe, Winterstein und deren Mitarbeitern. O. Warburg, K. Pose, 
und E. Negelein' haben die Anschauung entwickelt, daB es sich bei « 
Wechselbeziehung zwischen Glykolyse und Auftreten von Ammon 
um einen chemischen Vorgang handelt. Bei der Atmung des Zwere! 
fells fiihren O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier? das Freiwerde: 
von Ammoniak auf eine Oxydation von OrganeiweiB sowie im F 
der Leber auf eine Desaminierung zugesetzter Proteinbausteine zuriic| 
G. Embden® vertritt die Ansicht, daB eine Desaminierung der Aden) 
siure zur Inosinsaure das bei der Muskelkontraktion sich bildend 
Ammoniak liefert. 

Ersichtlicherweise herrscht keine Einigkeit iiber die Herkunft 
des Ammoniaks. Wie Ammoniakentwicklung und Kohlenhydratabba 
miteinander verbunden sind, ist noch weniger geklart. 

Bei dieser Sachlage bietet nun eine Reaktion Interesse, iiber di: 
wir vor einiger Zeit eine kurze Mitteilung gemacht haben*. Im Verlauf 
unserer Versuche tiber die Wechselwirkungen zwischen Aminosaure: 
und Zucker, die sich dureh augenblicklich erfolgende Drehungs 
anderungen zu erkennen geben, sind wir dazu iibergegangen, das 
notorische Spaltungsprodukt der Kohlenhydrate, das Methylglyoxa 
in seinem Verhalten zu Aminosduren zu studieren. Man gewahrt ein 
schnelle Beeinflussung der Drehung. Diese und namentlich die rasc! 
einsetzende Verfarbung solcher Gemische von Aminosaéuren und Methy! 
glyoxal deutete auf eine tiefgreifende Reaktion hin. 

Wir haben schon damals mitgeteilt, daB gleich dem Methylglvoxa 
das Phenylglyoxal, das Dimethylglyoxal® und das Glyoxal selbst 
wirken, und daB die zunachst gepriifte Aminosdure Alanin durch ander 
Aminosauren, aber auch durch Aminopurine ersetzt werden kann. Wi! 


' O. Warburg, K. Posener und E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 334, 1924 
2 O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier, ebendaselbst 157, 482, 1925 
3G. Embden, Klin. Wochenschr. 6, 628, 1927; G. Embden 

M. Zimmermann, H. 167, 137, 1927. 
* C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927. 


5 Dieses Stoffwechselprodukt erlangt damit eine neue Bedeutung 
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haben den Vorgang quantitativ in einer gréBeren Anzahl von Fallen 
velfolgt und berichten im folgenden tiber die Verhaltnisse bei der Fin 
virkung von Methylglyoxal auf Alanin, Amino-iso-buttersdure, Leucin, 
Phenylamino-essigsdure, Cystin, auf HefeneiweiBkor per, Asparaginsdure 
{sparagin, Glutaminsdure, Glykokoll, Lysin, Arginin, Guanidin, Kreatin 
Kreatinin, Adenin, Guanin sowie Guanosin Weiter machen wit 
Angaben tiber die analogen Vorginge, die sich beim Zusammentreffen 
von Phenylglyoxal mit Alanin und Glykokoll abspielen 

Die Reaktion besteht in einer Desaminierung des verwendeten 
stickstoffhaltigen Materials, wobei im Falle der einfachen Aminosauren 
auBer Ammoniak und Kohlendioxyd der um ein Kohlenstoffatom armere 
Aldehyd (bzw. das Keton der nachst niederen Kohlenstoffreihe) auftritt 
Es liegt am nachsten, den Vorgang als verwandt mit der Erscheinung 
zu betrachten, die Wilhelm Traube! beobachtet hat. Sie beruht auf 
der Umsetzung von Chinon mit Phenylaminoessigsiure. Der Autor 
hat in einer bedeutsamen Arbeit gezeigt, daB Phenylaminoessigsaure 
durch das Chinon in Benzaldehyd verwandelt wird. Wohl in der Vor- 
aussetzung, daB Chinon gleichzeitig zu Hydrochinon reduziert wird 
halt T'raube die Erscheinung fiir vergleichbar mit der alten Reaktion 
von Strecker®. Seit L.C. Maillards bekannten Untersuchungen aus 
dem Jahre 1911 ist wiederholt auf die Reaktion zwischen Aminosauren 
und héheren Zuckerarten aufmerksam gemacht worden, so von 
C.J. Lintner® und W. Ruckdeschel*, N.N. Iwanoff®, L.Griinhut wid 
J. Weber®, S. Kostytschew und W. Brillant?. Ganz abgesehen davon 
daB die Maillardsche Reaktion unter solchen Bedingungen der Tempe- 
ratur, der Konzentration und der Aciditaét eintritt, die kaum mit 
physiologischen Prozessen in eine Parallele gesetzt werden kénnen 
ist iiber das Wesen des Vorganges und tiber die Frage einer etwaigen 
Desaminierung der Aminosiuren nichts Zuverliassiges bekannt ge- 
worden; sicher scheint lediglich eine éfter nachgewiesene Entstehung 
der Kohlenséure zu sein. 

Wahlt man das Methylglyoxal, an dessen Charakter als einer 
Zwischenstufe des biologischen Kohlenhydratabbaues heute woh] kaum 
noch gezweifelt wird, als Reaktionskomponente, so gelangt man zu der 
Erkenntnis, daB dieser Stoff dank seiner héheren Umsetzungsfahigkeit 
schnell und bei neutraler Reaktion einen Abbau der Aminosauren 


1 W. Traube, B. 44, 3145, 1911. 

2 A. Strecker, Ann. 1238, 363, 1862. 

' OC. J. Lintner, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 85, 545, 1912. 
* W. Ruckdeschel, ebendaselbst 87, 430, 1914. 

5 N.N. Iwanoff, diese Zeitschr. 120, 24, 1921. 

® L. Griinhut und J. Weber, ebendaselbst 121, 109, 1921. 

7 S. Kostytschew und W. Brillant, H. 127, 233, 1923. 
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vollbringt. Es werden, wie wir bereits hervorgehoben haben, dabhe; 
neben Kohlendioxyd und Ammoniak Aldehyde bzw. Ketone gebildet 
Die volle Aufklarung der Reaktion bietet besondere Schwierigkeite) 

weil das entstehende Ammoniak sich mit dem vorhandenen Met} 

givoxal von neuem umsetzen kann. 

Bei den Purinen scheint die Reaktion iiber die einfache Umwandlung 
der Aminopurine in Oxypurine hinauszugehen. 

Von dem groBen Material, das wir bereits gewonnen haben, mac! 
wir Angaben nur iiber die quantitativen Verhaltnisse, um darzutun 
daB die Umsetzung des Methylglyoxals mit den Aminokérpern einen 
betrachtlichen Umfang annimmt. Kurz erwahnt sei die Sonderstellung 
des Glykokolls. Der zu erwartende Abbau zum Formaldehyd as 
sich bei Verwendung von Methylglyoxal nicht nachweisen; wohl ver 
schwindet letzteres und es treten auch Kohlendioxyd wie Ammoniak auf 
Demnach ist ein sekundarer Verbrauch des Aldehyds in diesem Fal\ 
ganz besonders deutlich. Fiihrt man in das System aber statt des Meth, 
glyoxals das Phenylglyoxal ein, so ist die Entstehung von Formaldehyd 
unverkennbar. 

Wir wollen diese einstweiligen Ausfiihrungen nicht beschlieBen 
ohne auf eine beachtenswerte Analogie aufmerksam zu machen. Die 
alkoholische Garung der Aminosauren fiihit, gleichfalls unter Ablésung 
von Ammoniak und Kohlendioxyd, zu den Alkoholen der nachst niederen 
Kohlenstoffreihe, und zwar ist dieser Vorgang mit dem Zerfall von 
Zucker gekoppelt. Nach den Befunden von O. Neubauer fiihrt der Weg 
der hierbei beschritten wird, von den Aminoséuren tiber Imino- bzw 
Ketosauren. Dieser Oxydation steht als reduktive Gegenleistung dic 
Hydrierung der beim carboxylatischen Zerfall der Ketosauren erzeugten 
Aldehyde gegeniiber. In unserem Modellversuch unterbleibt die Hydri: 
rung und es persistiert die Aldehydstufe, weil die korrespondierende 
Reduktion offenbar am Methylglyoxal oder an den Kérpern ansetzt 
die sekundér aus dem Brenztraubenaldehyd und den_ primiaren 
Spaltungsprodukten der Aminosaéuren entstehen. 

Auch fiir andere physiologische Desaminierungen kann die hier 
in ihren quantitativen Beziehungen dargelegte Wirkung des Methy 
glyoxals ein der Wahrheit vermutlich nahekommendes Modell abgeben 


Versuchsteil. 
I. Die Drehungsinderungen beim Zusammentreffen von Methylglyoxal n 
~ Aminosduren und Aminosdurenverbanden. 
Die Versuchsanordnung entsprach derjenigen, die wir fiir die 
Beobachtung der Reaktion zwischen Zuckern und Aminosaéuren friihe 
gewahlt und beschrieben haben!. Die Drehungsinderungen wurden 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925. 
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ange verfolgt, als die héchst bemerkenswerte, bei gewéhnlicher 


lemperatur einsetzende Huminbildung Ablesungen gestattete 


Die Aminosduren waren von giéBter Reinheit, das Methylglyoxal 


wurde né 


ich der 


ganz 


ausgezeichneten 


neuesten 


Vorschrift 


von 


H.O.L. Fischer und C. Taube! gleichfalls vollkommen rein gewonnen 


2 m 


Tabelle I. 
I -Alanin 


2m Methylglyoxal 





3ccm 2m Alanin 











3com 2 
Zeit —-— Alenin 3ccm 2m Methyl. 4 
+ 3com H,O ’ 2 dem) 
. glyoxal 
; Beginn 0.37 040° 0.03 
\ 1'/, Std 0.37 O38 0.0] 
17 0.37 0.33 0.04 
21 a 0,37 0.32 0.05 
25 os 0.36 0.30 0.06 
Tabell ll. 
2m )-Alanin 3m Methylglyoxal 
Sane ten Alesiie 3ccm 2m Alanin 4 
Zeit ae Be ; 3ccom 3m Methyl- " 
3ccom H,O ; 2 dem 
. glyoxal 
Zu Beginn OSs +. ().45° 0.08° 
Nach 1*/q Std 0,37 0,41 0.04 
17 “ 0,37 0.32 0.05 
21 . 0.37 0,32 0.05 
25 x 0.36 0.30 0.06 
Tabelle Ill. 
2m Na-asparaginat m Methylglyoxal 
3 2m J 
Z 3ccom 2m Asparaginat rig, Posing Asperaginat J 
Leit 3 H 3ocom m Methyl- : 
+ 3 ccm O 2 dem) 
. giyoxal 
Beginn . 1.34 1.28? 0.06° 
Nach 1/9 Std. — 1,54 1,29 0.05 
i: «+ 1.31 1,42 O11 
Tabelle IV. 
2m Na-asparaginat 2m Methylglyoxal 
> : 3com 2m Asparag nat 
Zeit 3ccm 2m Asparaginat 3ccm 2m Methyl- : 
3ccm H,O 2 dcm) 
glyoxal 
Zu Beginn 1.34 196° 0.28 
Nach '/, Std. 1.354 1,07 1.27 
17 1.31 1.55 0.24 


H.O 


. L. Fischer 


und C, 


Ta ube - 


1926 
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Tale lle ] . 
2m Na-glutaminat 2m Methylglyoxal 
. 3ccom 2 m Glutaminat — 
, ‘ 
Zeit 3 ccm 2m Glutaminat 3cem 2m Methyl - 
+ 3ccm H,O , ( 2 de 
glyoxal 
Zu Beginn . O80 0.76 0.04 
Nach 2!), Std. 0.80 =—- (77 0.03 
6 0.80 0.78 0.02 Ne 
T abe lle Vi. 
2m Na-glutaminat 3m Methylglyoxal 
~ 3ccm 2m Glutaminat 
. ? 
Zeit 3 ccm 2m Glutaminat Sees Can tia - 1", 
3ccom HO | - dadcm 
. glyoxal 
Zu Beginn 0,80! 0.74 0.06 
Nach 21), Std. O.80 0.70 0.10 
Tabelle VII. 
20° iges Casein-Pepton 2m Methylglvoxal M 
3ccm 20°) oiges Casein- 3 ccm 20 °/,iges Caseins Zi 
Zeit Per ates “y om H.O Pepton + 3ccm 2m I den V 
P = 2 Methylglyoxal — 
vt 
Zu Beginn . — 5.41! 5.36 O.05 
Nach ! 2 Std. 5.41 5.35 0.06 
= 16 ‘ — 5.43 5.55 0.12 
. — 5,42 5,57 O15 
s ik. 5,42 5,59 0.17 
48 541 — 5.73 0.32 
Tabelle VIII. 
20°.,iges Casein-Pepton 3m Methylglvoxal. 
sm 20 °/iges Casein 
y 3ccm 20°), iges Casein- 3 com 20° ciges Casein F 
Zeit atten sh Baie Ghett Pepton + 3ccm 3m P . dee 
P actenmilines Methylglyoxal showy 
Zu Beginn . 5,41! 529° + 12 
Nach ! 2 Std. 5.41 31 + O10 
i 5.43 5.55 0,12 
> = * 5,42 5,57 0.15 
» ms 5.42 ».61 0.19 
— 5,41 78 0.37 
Tabelle IX. 
20 iges Pepton e carne 2m Methylglvoxal. 
3 ccm 20°/oiges Pepton 
- x r 
Zeit som 2 2 pose Pepe e carne + 3 ccm 2m ‘ —— 
— . 2 Methylglyoxal ' _ 
Zu Beginn . 6,22° 6,17° 0,05 
Nach 4 Std 6.11 6.09 0.02 
. i 6,12 6.21 — 0.09 
48 6,11 6,28 017 Ul 
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Tabelle X. 





20°. iges Pepton e carne 3m Methylglyoxal 
3 com 20°ices Penton 3ccm 20° piges yy n . 
Zeit —s “ys P e carne + 3ccm 3m 4 
e carne 3com H,O 1 dem) 
: Methylglyoxal 
Zu Beginn. . 6,22 609° - O13 
Nach 4Std. 6,11 6.00 O11 
i & 6.12 6.15 106 
4S , ‘ 6,11 — §.26 0.15 
Die in den Tabellen niedergelegten Daten lehren, da®B vielfach ein 


kehr des Drehungssinnes zustande kommt. 


Die Bildung ron {mmoniak, Kohle ndio2w yd und Aldel yde n (bzw. Keto 
aus Aminosduren unter der Einwirkung von Methylalyoxal 


nen) 


Wie im Versuchsteil | erwahnt ist, erfolgt die Umsetzung zwischen 
Methylglyoxal und Aminoséuren wahrend der Aufbewahrung bei 
Zimmertemperatur. Um schneller einen Einblick in die quantitativen 
Verhaltnisse zu gewinnen, haben wir die Reaktion in der Warme an 
gestellt und sind folgendermaBen vorgegangen 


, 
A 
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3 ry 
. a ~ 
EX = | 
5S 
Yn ea 
> . 
p \ ‘ 
ee . ‘ 
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Abb. 1 


Bei Verwendung solcher Aminosiuren, die infolge Desaminierung 


und Oxydation fliichtige Carbonylkérper liefern, wurde zur Bestimmung 
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des Aldehyds (bzw. Ketons) und der Kohlenséure die durch Abb. 1 vey 
anschaulichte Apparatur benutzt. 

In dem Stehkolben S wurde '/,9, Mol der Aminosiéure in 50 
bis 100 cem Wasser gelést (bzw. suspendiert) und in der Kalte mit der 
aquivalenten Menge einer wasserigen Methylglyoxallésung § versetzt 
Die erste der vier intensiv mit Eis gekiihlten Vorlagen, V,, wun 
mit l0cem, die weiteren drei wurden mit je 30 cem destillierten Wassers 
gespeist. Hinter den AdsorptionsgefaBen wurde das Chlorcaleiumrohr ( 
angebracht. Nun wude zuniachst wahrend einer halben Stunde aus 
einer Bombe ein ziemlich kraftiger, durch Kalilauge sowie alkalische 
Pyrogallollésung gewaschener Stickstoffstrom durch die Apparatw 
gedriickt und diese so von Kohlensaure und Sauerstoff ginzlich befreit 
Das unmittelbar vor dem Kolben S angebrachte GefaB B war mit Baryt 
wasser gefiillt; dessen dauerndes Klarbleiben zeigte die véllige Ab 
wesenheit von CO, an. Wahrend dieser Zeit der Stickstoffeinleitung 
entwich aus dem Reaktionsgemisch kein Kohlendioxyd. Sodann 
wurde die Geschwindigkeit des zugefiihrten Gasstromes stark ver 
ringert, jenseits des Chlorcaleiumrohres der Kaliapparat angeschlossen 
die Kihlung im RiickfluBkiihler AK, angestellt und das Aminosiuw: 
Methylglvoxal-Gemenge zum Sieden erhitzt. Das Kochen wurde « 
lange fortgesetzt, bis das gesamte Methylglyoxal verbraucht war. (Dix 
Zeit wurde stets in Vorversuchen ermittelt.) Wahrend des Erwirmens 
entwich aus dem Reaktionsgemisch nur Kohlendioxyd, wahrend der 
gebildete Aldehyd wegen der guten Wirkung des Energiekiihlers nicht 
oder kaum iiberging. Sodann wurde zwecks Abdestillation des Aldehydes 
der Kihler A, in Betrieb genommen und das Kiih]wasser aus K, entleert 
Durch Abtreiben von zwei Dritteln der Fliissigkeit aus dem Kolben 8 
wurde der gesamte Aldehyd verfliichtigt; er blieb in den Vorlagen |’, 
bis V5. In V, waren nur in wenigen Fallen Spuren des Aldehyds nac! 
zuweisen. Der Inhalt simtlicher Vorlagen wurde vereinigt und auf 200cc) 
aufgefiillt; darin wurde der Aldehyd, bzw. das Keton bestimmt. Di 
Kohlensiure wurde durch Wagung des Kaliapparates ermittelt. Der 
Riickstand des Kolbens S wurde quantitativ in einen Kjedahlkolben 
iibergefiihrt, mit Magnesia schwach alkalisch gemacht und das ent 
standene Ammoniak in eine mit n/10 Schwefelsaure gefiillte Vorlag: 
iiberdestilliert. Die Riicktitration der vorgelegten Schwefelsaure erga) 
den genauen Ammoniakgehalt. Die Fallung mit Neflers Reagens 
diente zum qualitativen Nachweis der Base. 


1. d,l-Alanin + Methylglyoxal. 


Der bei der Reaktion dieser beiden Substanzen auftretende Acef- 
aldehyd wurde quantitativ durch Titration nach Ripper-Fiirth ermittel! 
und qualitativ durch die Nitroprussid-Piperidin-Probe nachgewiese 
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\uBerdem isolierten wir in Mengen das p-Nitro-phenylhydrazon vom 
Schmelzpunkt 128 bis 129°. 

Die Resultate der quantitativen Feststellungen sind in der 
folvenden Tabelle zusammengefaBt. 


Tabelle X1. 





Methyl- 
Nr Alanin glyoxal Wasser Kochdaver | CH,;.CHO CO, NH 
8 g ccm Std. g g g 
0.9 0.72 50 1’, 0.1990 0.0968 0.0082 
09 0.72 70 13), 0.2148 0.0955 0.0080 
0.9 0.72 50 2 0.1901 0.0927 0.0060 
4 1.8 0.72 50 2 0.0975 0.0970 0.0042 
) 1,8 0,72 50 2 0.1039 0,0965 0.0051 
2. Amino-iso-butterséaure + Methylglyoxal. 


Durch Einwirkung von Methylglyoxal auf d, 1-Amino-iso-buttersaure 
bildet sich Aceton. Es wurde quantitativ durch Titration mit Hydroxyl- 
aminsulfat bestimmt. Der qualitative Nachweis wurde nach an- 
reichernder Destillation durch die Legalsche Probe (Nitroprussid- 
natrium-Natronlauge), die Nitroso-brom-propan-Reaktion und durch 
Faillung als p-Nitro-phenylhydrazon vom Schmelzpunkt 148° gefiihrt 


Tahe lle X Il. 





Aminosiso- Methyl- 


buttersaure glyoxal Wasser Kochdauer CH,;.CO.CH CO, NH, 
x 8 com Std g g 8 
1.05 0.72 70 2 0,1253 0,0729 0.0035 
3. Leucin + Methylglyoxal. 


Der aus dem d,1-Leucin hervorgehende J/sovaleraldehyd wwide 
méglichst quantitativ mit p-Nitro-phenylhydrazin gefallt und das 
Hydrazon gewogen. Der Schmelzpunkt des Isovaleraldehyd-p-nitro- 
phenylhydrazons lag nach Umkristallisation aus verdiinntem Alkohol 
bei 109 bis 110°. 

Tabelle XIII. 





Iso-valer- 


aldehyd- 
® Methyl. , Kochs Penitros C,H, ; , 
" house glyoxal Wasser dauer phenyl- CHO CO, NH, 
hydrazon 
g 8 ccm Std 8 g 2 8 


0.5095 0.1992 0.1038 0.0049 
0.4899 0.1906 0.1134 0.0042 


l 1,35 0,72 70 
1,3 


Io bo 


3D 0,72 70 
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4. Phenylaminoessigsaure Methylglyoxal. 


d, 1-Phenylaminoessigsiure wird durch Methylglyoxal zu Ben: 








aldehyd abgebaut. Die quantitative Bestimmung dieses Alde} 
geschah durch Wagung seines Phenylhydrazons. 2 
Talille XIV. . 
Benz: 
Phenyl: | nile 
Nr aminos Methyl. ade Kochs pee C,H; - 
‘ essigsaure glyoxal Wasser dauer hedeasen CHO co NI 
g g ccm Std £ g & . 
l 1,55 0,72 20 1"), 0.5286 0,2859 01048 OJ 
2 1.55 0.72 1) 1)’, 0.5158 0.2790 0.1249 O.00% 
\) 
5. Cystin Methylglyoxal. ; 
Ni 
Beim Kochen von Cystin' mit Methylglyoxal bildete sich Acet \] 
aldehyd. Das ist nicht ohne Analogie, da dieser Aldehyd auch aus den 
verwandten Stoffen Serin, Isoserin und Glycerinséure hervorgehe ™ 
kann?. Da gleichzeitig auch Schwefelwasserstoff auftrat und diese: 
sowohl in die AldehydabsorptionsgefaBe als auch in die Kalilaug 
iiberging, ist die Menge der abgespaltenen Kohlensaure nicht ermittelt = 
Die Titration des Acetaldehyds erfolgte nach Rektifikation iil 
Bleicarbonat. 
Tabelle XV. 
Cystin Methylglyoxal Wasser Kochdauer CH; .CHO 
g g com Std. 8 
24 0,72 100 2 0,0130 
6. Hefensaft + Methylglyoxal. . 
Auch beim Kochen von Hefen-macerationssaft mit Methylglyoxa! > 
verschwand der Ketonaldehyd vollkommen. Die verhaltnismaBig g: 
. . 4 
ringen Mengen an gebildetem Aldehyd, Ammoniak und Kohlensiw 
lassen auf Weiterverwendung entstandener Produkte sowie priifor 
mierten Ammoniaks schlieBen. Die Titration des Aldehyds nac! 
Ripper-Fiirth e:folgte nach einer eingeschobenen Destillation iiber 
Bleicarbonat, da sich etwas Schwefelwasserstoff in der Aldehydvorlag: 
a ' res “aera MV 
Um das Cystin in médglichst fein verteilter Form zu verwende: 
wurde es in Natronlauge gelést und sofort mit der genau Aquivalent: eu 
Menge Schwefelsaéure gefallt. m 
2 C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 59, 1914; C. Neuberg und O. Rubin, , 
ebendaselbst 67, 77, 1914; C. Newberg und B. Rewald, ebendaselbst 67, F 


27, 1914. 
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rfand Berechnet wurde auf Acetaldehyd der jedenfalls unter den 


<tionsprodukten vorhanden war 


Tabelle XVI 





Heteneiweif 


N iyle 
inS0cemH,Q —Methy! Kochdauer Aldehyd co NH 
s* Pa 
gelost 
é 8 Std 8 8 8 
; 0.72 Qi. 0.0080 0.0394 0.0145 
J 3 21, 0.0006 0.0276 
7. Asparaginsaure Methviglvoxal. 


Ahnlich wie die Amino-mono-carbonsauren verhalten sich auch die 
\mino-di-carbonséiuren. Wegen ihrer stark sauren Natur wurden sie 
fir diese Reaktion als neutral reagierende Mono-natriumsalze verwendet 
Diese werden durch Methylglvoxal ebenfalls desaminiert, und unter 
\bspaltung von beiden CO,-Gruppen bildet sich Aldehyd, jedenfalls 
is Asparaginsaure Acetaldehyd. Er wurde auf die schon beschriebene 


\rt nachgewiesen und quantitativ bestimmt 


Tabelle XVII 





Na-aspara- Methyl- 
ginat glyoxal Wasser Kochdauer CH, .CHO CO, NH, 
8 g ccm Std 2 8 g 
1.55 0.72 AO 4 i/. 0.0306 0.0901 0.0021 
2 1.55 0.72 60 1’, 0.0321 0.0803 0.0024 
1.55 0.72 50 1! 0.0322 0.0843 0.0020 
8. Asparagin Methylglyoxal 


In derselben Weise wie die Asparaginsaure wurde auch das Saure- 
mid Asparagin abgebaut 
Table XVIII 





Methyl. 

\sparagin glyoxal Wasser Kochdaver CH,.CHO CO, NH 
8 g ccm Std g 8 8 
1.35 0.72 50 1)’, 0.0120 0.0652 0.0065 
9. Glutaminsaure Methviglvoxal 


Gleich der Asparaginsiure wurde auch die Glutaminsaure als 
Mono-natriumsalz verwendet. Sie lieferte als fliichtiges Abbauprodukt 


eine aldehydische Substanz, in der Propionaldehyd, vielleicht im Gemisch 


mit Acetaldehyd vorlag. Die Titration wurde mit Hydroxylaminsulfat 
usgefiihrt. Mit Nitroprussidnatrium-Piperidin trat die bekannte 


Farbreaktion ein. 
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Tabelle XIX. 
Natrium- Methyl- 
Nr glutaminat glyoxal Wasser Kochdauer Aldehyd Co, NI 
z & com Std 8 g g 
| &, 0,72 50 1'/, 0.0145 0.0296 0.002: 
2 1,7 0.72 69 1), 0.0128 0.0887 0.0024 
3 1,7 0,72 50 1?/, 0.0157 0.0263 0.002 


' 


Die sofort beim Erwarmen der Methylglyoxal-Aminosauren-Gemisc! 


einsetzende Braunfarbung war bei Anwendung von Asparaginat w 
Glutaminat am stiarksten. 


10. Glykoko 


ll + Methylglyoxal. 


Wie schon im theoretischen Teile dieser Arbeit hei vorgeholy 


worden ist, nimmt die Amino-essigsaure eine Sonderstellung ein, ind« 


sie zwar gleich den vorher beschriebenen Aminosauren mit dem Meth, 


glyoxal reagiert, der zu erwartende Formaldehyd im Destillat abe 


nicht nachweisbar ist. 





Tabelle XX. 
Methyl- 
Nr Glykokoll glyoxal Wasser Kochdauer CH,O CO, NH 
g g ccm Std g g g 
1 0,75 0.72 50 1 0 0.0598 0,006 
2 0,75 0,72 60 2 0 0.0560 0.0075 
3 0,75 0.72 50 4 0 0.0558 0.0075 
4 1,50 0.72 60 2 0 0.0657 0.0087 
: ll. Lysin und Arginin 
aa + Methylglyoxal. 
4 - Die Aminosaduren, die bei de 
a hier beschriebenen Abbau voraussicht- 
ee jhe | lich keine fliichtigen Aldehyde liefen 
he eee Ly wiirden, wie Arginin und Lysin, wurde: 
a @ nur auf ihre Ammoniakabspaltung 
J ¢ = hin untersucht. Zu diesem Zweck 
9 nid wurden sie in der in Abb. 2 skizzierte: 
a jj Apparatur mehrere Stunden mit 
| ek Methylglyoxal unter RiickfluB 
\ — kocht. (Die Einschaltung des senk 
| 


rechten EnergiertickfluBkihlers ist 


ebenso wie bei 
nung nach Abb.1l — 
das 


bis es verbraucht ist.) 


der Versuchsanor: 
nétig, um stets 
Methylglyoxal zu _ kondensiere: 
NH, ging da 
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bei nicht iiber, wie die Untersuchung der vorgelegten Schwefel:aure 
gte. Nach Abkiihlen wurde der Kolbeninhalt mit Magnesia im 
berschuB versetzt und das Ammoniak auf iibliche Art in n/10 Schwefel- 
ure tiberdestilliert. Lysin wurde als neutral reagierendes Mono-chlor 
ydrat, Arginin als neutrales Nitrat und alkalisch reagierendes Carbonat 
erwendet 
Tabelle XX1 
Wasser Kochdauer NH 
Nr m/200 m 200 
com Std 2 
Lysinchlorhydrat Methviglyoxal 60 6 0.0038 
2 Argininnitrat = 60 6 0.0170 
- 60 6 0.0000 
4 Arginincarbonat Methylglveoxal 60 7 0.0270 
a) ” 60) 7 01.0088 
ll. Desamidierung on Guanidin, Kreatin, Kreatinin., Aminopuri) ‘ 
Puri aqlucosid durch Meth ylalyowxal 
Ebenso wie bei Lysin und Arginin wurde die Ammoniakbildung 
uch bei Guanidin, Kreatin, Kreatinin, Adenin, Guanin und Guanosin 
erfolgt. Guanidin wurde als Hydrochlorid und Sulfat benutzt 
Tahbelle XXII 
Methyl- 
Nr m/200 glyoxal Wasser Kochdauer NH 
& ccm Std mg 
l Guanidinhydrochlorid 0.36 DO 6b 1.5 
2 Guanidinsulfat 0.36 50 b 1.5 
3 Kreatin . 0.36 50 7 2.6 
4. Kreatinin ; 0.36 DO 7 2.9 
5 Adenin . 0.356 60 5 1.8 
6 a 60 5 0 
7 Guanin! : 0.36 100 5 3.0 
5 . 100 5 0 
| Gruanosin * 0.56 100 5 1s 
10 E : = 100 5 02 


I\ Bildung mon Ammoniak, Kohlendioxyd und 1/]ide hi yde? hye ” Zusamv odie 
fretien von Phenylglyoxal und Aminosaure? 
1. d, l-Alanin Phenyviglyoxal 
Phenylglyoxal fiihrt den gleichen Abbau des Alanins wie das 
Methylglvoxal herbei Es entstehen reichlich NH,, CO, sowie 
Acetaldeh yd. 


1 Das Guanin ging beim Kochen mit Methylglvoxal in Lésung 
2 Dargestellt nach P. A. Levene und W.A.Jacobs, Ber. 48, 3145, 1910. 
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Tabelle XXIII. 





Phenyl. 


Nr Alanin glyoxalhydrat Wasser Kochdauer CH, .CHO 
ny & com Std 2 
l 0.9 1,52 79 1'/, 0.1335 
2 0.9 1.52 70 2 0.1364 
2 Gly k« koll Phenylglyoxal. 


0.1185 


0.1122 


Das Gemisch von Glykokoll und Phenylglyoxal unterscheidet 


insofern von dem System Glykokoll-Methylglyoxal, 


als hie 


F 


aldehyd in das Destillat iiberging. Dieses farbte das Fuchsin-schw 


siure-Schwefelsdure-Reagens blauviolett Der 


charakteristisch 


sawer Lésung bestandige Faibenton gestattete auch die quantit 
£ L £ | 


kolorimetiische Bestimmung des Formaldehyds 
Methode erzielten Werte stimmten mit den durch 


e:haltenen vollkommen iiberein 


Tabelle XXIV. 


Die 


nach 


| 
a 


Sulfit-titration 





Phenyl 
Nr Glykokoll  glyoxalhydrat' Wasser Zeitdauer CH,O 
8 8 com Std ry 
1 O.75 1.52 80 3 0.0264 
2 0,75 1,52 80 3 0.0314 





CO, 


0.1122 
0.1092 
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ts _ es 

i Weiteres iiber Abfangverfahren.' 

4 Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 

) \us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 

; Von den Abjangverfahren, die einen Eingriff in die Vorginge 
beim biologischen Abbau der Kohlenhydrate erméglichen, hat die 
Sulfitmethode, seitdem sie im Jahre 1916 beschrieben worden ist!, 

—— bisher die weitgehendste Nutzung gefunden. Sie befriedigt zugleich 

4 nsofern am meisten, als bei ihrer Anwendung auf die alkoholische 
Garung der Hefe und anderer Mikroorganismen die Korrelation det 

on Erscheinungen — Fixation einer Oxydationsstufe, erzwungene An- 

9 haufung einer Reduktionsstufe — voll geklart ist. Die Hignung als 


Abjangmittel® ist auch fiir zugefiigten Acetaldehyd, der durch die eigen- 
wtige carboligatische Synthese Acetaldehyd bindet, wenn er bei det 
Spaltung von Zucker im status nascens auftritt, festgestellt und bilanz- 
maBig* hinreichend ergriindet. Das Dimedonverfahren, nach dem man 
uf ahnliche Weise wie durch die sekundiren schwefligsauren Salze 
das Intermediargebilde Acetaldehyd zu fesseln imstande ist, leistet in 
quantitativer Hinsicht allem Anscheine nach weniger. Bei der Be- 
‘chreibung dieses Verfahrens haben C.Neuberg und E£. Reinfurth* 
noch eine Reihe weiterer Prinzipien zur Abfangung vorgeschlagen, 
darunter die Heranziehung der wenig giftigen Sdurehydrazide. Ce- 
stiitzt auf lange zuriickliegende E:fahrungen® iiber das rein chemische 
Verhalten des Thiocarbaminsdure-hydrazids (Thiosemicarbazids) zu 
aliphatischen Kérpern haben wir Versuche mit diesem Mittel vor- 
genommen; denn es ist verhaltnismaBig ungiftig und reagiert, wie wit 


C. Neuberg und E. Fdrber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Newb: 
ind E. Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 92, 234, 1918. 
> C. Neuberg und E. Reinjfurth, ebendaselbst 148, 557, 1923; C. Newly 
| BF. Simon, ebendaselbst 156, 378, 1925 
L. Elion, ebendaselbst 169, 471, 1926 
' (. Neuberq und E. Reiniurth, ebendaselbst 106, 286, 1920 
5, Neuberq und W. Neimann, B. 35, 2049, 1902 
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friiher beschrieben haben, mit dem fiir biologische Zwecke als Ausy 


mate 


ZWal 


vial dienenden Zucker nur maBig schnell 

Die Ergebnisse, die wir erzielt haben, sind kurz folgend 
Es kann mit Leichtigkeit Acetaldehyd abgefangen werden 

in einer Ausbeute von rund 9°, der Theorie. Ein Teil des benutzt: 


H vdrazids setzt sich mit dem verwendeten Traubenzucker um; auBer 


scheinen aber keineswegs regelmabBig — andere Verbindunge) 


entstehen Das Thiosemicarbazon der Brenztraubensaure haben 


bisher nicht nachgewiesen ; gelegentlich hat sich das Bis-thiocarba: 


saure 


bishe 


-hydiazon des Methylglyoxals isolieren lassen. Allein es ist div 


r keineswegs regelmaBig gelungen, so daB die Méglichkeit 


Entstehung des Methylglvoxals durch den Stoffwechsel fremder | 


reger 


als dureh Hefe haben friiher A. Fernhbach'. E Aubel* sowie E T 0 NIESS 


nicht ausgeschlossen ist. Seine Bildung durch andere Zellart 


und W. Fischer® angegeben. Wir teilen unsere Erfahrungen deshalb 1 
soeben S. Kostytschew und S. Soldatenkov* beschrieben habe: 


weil 


daB unter dem EinfluB des unserem Thiocarbaminséurehydrazid nal 


stehenden Semicarbazids allem Anschein nach regelmaBig Methy 
glvoxal bei der Hefengarung und auBerdem Brenztraubensaure bei de1 


Milchsauregér ung abgefangen werden kann. Von der bei unserem \: 


gehen jedenfalls sicheren Fixierung des Acetaldehyds berichten div 
Wir kénnen aber mit Bestimmtheit erklaren, daB auc! 
mittels Semicarbazid Acetaldehyd bei dev alkoholischen Zuckerspaltung 
Wir méchten auf Grund unserer bisherigen Ergebnis: 


Autoren nichts 


abgef ingen W ird 


nur behaupten, daB das Thiocarbaminsaurehydrazid, wie vorauszusel 


war, ein Abfangmittel fiir Acetaldehyd ist, und wir geben unsere Fi 


stelhingen bekannt, um ungestért die angekiindigte Durchfiihrung des 
Progr 


amms vornehmen zu kénnen. das wir in der erwahnten M 


teilung aus dem Jahre 1920 klar entwickelt hatten 


¥ 
i) g frische Unterhefe Patzenhofer suspendiert; nach Angarung wurd 


Ausziige aus den Protokollen. 


In einer Lésung von 100 g Glucose in 1500 cem Wasser wurd 


eine Lésung von 10g Thiocarbaminsiurehydrazid in 500 cem Wass 


tropfe 
brochen; es erfolgte eine 4uBerst minimale, den Vorgang nicht stérend 
Schwefelwasserstoffent wicklung Nach 24stiindiger Aufbewahrung 


nweise hinzugefiigt. Die Garung wurde dadurch nicht unt 


bei Zimmertemperatur wurden 250 ccm des 2100 ccm _ betragend 


1 
3 
4 


A. Fernbach, C.r. 151, 1004, 1910. 

E. Aubel, Thése de Paris 1921. 

E. Toenniessen und W. Fischer, H. 161, 254, 1926. 

S. Kostytschew und S. Soldatenkov, H. 168, 124 und 128, 1927 


’ 
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Gargutes mit 2.5g Phthalsaureanhydrid nach der friher fiir diese 
ke empfohlenen Methode! eine Stunde bei intensiver Kiihlung 

er RiickfluB gekocht und nach dem Erkalten sowie’ Durchspiilen 
Kiihlers nunmehr mit Wasserdampf in der fiir Aldehyd tiblichen 

\\ » destilliert Dabei gingen rei hliche Mengen Acetaldehyd liber 
|) Destillation wide so lange fortgesetzt bis eine gesondert auf 
ngene Probe keine Riminische Reaktion (Blaufarbung mit Nitro 
wsidnatrium plus Piperidin) mehr gab. Dann wurde auf 1000 cem 
fgefiillt und der Acetaldehvd nach der Methode von Ripper-Fiirth 


ntitativ bestimmt 


In 250 cem Gargemisch wurden so 0.2704 g Acetaldehyd ermittelt 
Es errechnet sich demnach fiir den ganzen Ansatz der Gehalt an diesem 
- \ldehvd zu 2,272 g Da 100g Traubenzucker 24.44 ¢ Acetaldehyd 
ntsprechen, belauft sich die erzielte Ausbeute auf 9°, der Theorie 
Der zur Titration nicht benutzte Anteil des Destillats wurde an 
ber chernd destilliert und der Acetaldehyd als p-Nitro-phenylhydrazon 
I gefal lt Nach dem Umbkristallisieren aus verdiinntem Alkohol besaB 

Verbindung den richtigen Schmelzpunkt von 128° 


Der nach Abnahme der 250 ccm verbliebene Rest des Gargemisches 
wurde filtriert und die klare Fliissigkeit im Faust-Heimechen Ver- 
instungskasten so weit eingeengt, bis der gesamte Riickstand zu einem 
Kristallbrei erstarrte. Dieser wurde abgesaugt, mit Eiswasser gewaschen 
ind aus Wasser umkristallisiert. Die beim Abkiihlen zuerst ausgefallene 
Fraktion (1,1 g) wies einen Schmelzpunkt von 141° auf, der durch eine 
zweite Umkristallisation der Substanz aus Wasser auf 146° stieg. Dieser 
™ hmelzpunkt sowie auch die Analyse der im Hochvakuum getrocknet n 
Substanz zeigten. daB das Thiosemicarbazon des Acetaldehyds? vorlag 


0.0718 g Substanz gaben bei 24° und 754mm 22.8cem N, 
C,H.N,S. Ber N 39.9%; gef N 36.2 ° 


Die leichter léslichen Kristallfraktionen ent hielten die Thiosemicarbazone 
on Acetaldehyd wie von Glucose. Die letzte Fraktion drehte das polai ;. 
sierte Licht stark nach links; nach der Analyse war ziemlich reines 


(;lucose-thiosemicarbazon® vorhanden 


2. Eine Wiederholung des angefiihiten Versuchs bei 38° hatte 


das gleiche Ergebniy. Es wurden durch die Spaltung mit Phthalsaure 


nhydrid 2.248 g Acetaldehvd aus 100 g Glucose erhalten, auch wurde 
(d S Thiosemicarbazon dieses Aldehyds mn Substanz isoliert 


f . Neubera und H Vermann, 1. e. 


M. Freund und A. Schander, B. 35, 2602, 1902 


> ('. Neubera und W. Neimann, B. 35, 2055, 1902 
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3. Der gleiche Versuch mit frischer Oberhefe Sinner, bei 24' 
gestellt, lieferte auf 100g Glucose 1,279 g Acetaldehyd 

Die folgenden Versuche lehren, daB gréBere Mengen Thiocarba: 
siurehydrazid und Hefe die Ausbeuten an Acetaldehyd nur w 
beeinfluBten 

4. Ein Ansatz, der bei Zimmertemperatur belassen wurde, ent} 
in 1050 cem 50 g Glucose, 25 g Unterhefe Patzenhofer sowie 10 g T! 
carbaminsaurehydrazid, das nach Beginn der Garung als 2° ,ige Lés 
zugetropft wurde. Gewonnen wurden 1,023 g Acetaldehyd oder fii 
100 g Glucose 2.046 g Aldehyd 


5. 50g Glucose 
25g Unterhefe Patzenhofer, 
25 g Thiocarbaminsaurehydrazid 
Gesamtvol. 1700 cem; Temperatur 24°. 
Gef. fiir 50g Glucose 0.9898 g Acetaldehyd 
also ., l0Og e 1.9796 g 
6. 3.6¢ Glucose 
4 g Unterhefe Patzenhofer 
3,6 g Thiocarbaminsaurehvdrazid ! 
Gesamtvol. 290 ccm; Temperatur 24° 
Gef. fiir 3.6 g¢ Glucose 0.067 g Acetaldehyd; 
daraus berechnet sich 
fiir 100g Glucose 1,861 g Acetaldehyd 


7. 3,.6¢ Glucose 

12g Unterhefe Patzenhofei 

3,6 g Thiocarbaminsaurehydrazid 

Gesamtvol. 300 cem; Temperatur 24° 
Gef. fiir 3.6 g Glucose 0,059 g Acetaldehyd: 
ber. ,, 100 g : 1.640 g 


8. 3.6g Glucose 
4 g Unterhefe Patzenhofer 
7.2 g Thiocarbaminsaurehydrazid 
Gesamtvol. 380 ccm; Temperatur 24° 
Gef. fiir 3.6 ¢ Glucose 0,062 g Acetaldehyd; 


ber. ,. 100) g = 1,722 g 


' In diesem Versuch wurde eine 2° ige Thiocarbaminsaurehyvdr i 


lésung unmittelbar nach erfolgter Angérung auf einmal zugegosse! 


allen anderen Ansétzen lieBen wir sie tropfenweise zuflieBen. 
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9 3.6¢ Glucose, 
12 g Unterhefe Patzenhofer 
3.6 g Thiocarbaminsaéurehydrazid 
Gesamtvol. 300 cem; Temperatur 38° 
Gef. fir 3.6g Glucose 0,090 g Acetaldehyd 
ber. ,, 100 g A 2.500 g 


Das Methylglyoxal-bis-thiosemicarbazon, das gleich dem friiher (1. ¢.) 
von uns beschriebenen Derivat des einfachen Glyoxals in Wasser voll 
kommen unléslich ist, miBte sich wahrend des desmolytischen Zucker- 
zerfalls abscheiden und im Filtrationsriickstande auffindbar sein 
In allen den bisher angefiihrten Versuchen gelang dieser Nachweis 
nicht; dagegen konnte das Methylglyoxalderivat aus folgendem Ansatz 
soliert werden. 


10. 3.6 g Glucose in 20°, iger Lésung wurden mit 4g Unterhefe 
Patzenhofer bei 38° zur Angarung gebracht; dazu setzten wir tropfen- 
weise 7,2 g Thiocarbaminsaurehydrazid in 360 com Wasser. Temperatur 
38°. Nach 20 Stunden war die Ausscheidung eines hellgrauen Nieder- 
schlags an den GefaBwandungen und tiber der Hefe deutlich zu beob- 
achten. Nach 48 Stunden war die Garung beendet. Zur Aufarbeitung 
wurde warm filtrie:t, mit heiBem Wasser nachgewaschen und aus dem 
Filtrat Acetaldehyd auf die angegebene Weise durch Spaltung mit 
Phthalsaureanhydrid gewonnen 

Ausbeute 0,072 g Acetaldehyd aus 3,6 g Glucose; fiir 100 g Hexose 
errechnen sich also 2,0 g Acetaldehyd. 

Der feste Riickstand, der neben dem Hefenmaterial das unlésliche 
Di-thiosemicarbazon des Methylglvoxa)s einschloB, wurde in et wa 100 cem 
absoluten Alkohols suspendiert und mit 5cem 8°, iger Natronlauge 
1, Stunde geschiittelt. Das Thiosemicarbazon ging als Na-Salz in 
Lésung und farbte das Gemisch gelbbraun. Wir filtrierten, wuschen 
den Riickstand mit Alkohol nach und séuerten das Filtrat schwach 
mit Essigsiure an. Sofort schied sich ein kérniger hellgelber Niederschlag 
aus. Derselbe wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen, dann zur 
Reinigung nochmals in 98°, igem Alkohol suspendiert und = mit 
5eem 8°. iger Natronlauge kurz geschiittelt Von geringen Mengen 
ungeléster Substanz wurde abfiltriert und das Methylglvoxalderivat 
erneut mit Essigsiure ausgefiallt Ausbeute 0.7 g Thiosemicarbazon 

Der Schmelzpunkt des Methylglyoxal-bis-thiosemicarbazons lag 
bei 257° und stimmte vollkommen mit dem eines synthetisch bereiteten 
Praparats iiberein 


0.0599 g Substanz gaben bei 22° und 754mm 20.4ccm N, 
C,H N,S.. Ber.: N= 38.6%; gef.: N= 383° 
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Bei einer Wied rholung des Versuchs lieB sich wohl praktise] 
gleiche Menge Acetaldehyd nachweisen, die Methylglvoxalverbind 


konnte aber nicht mehr isoliert werden 


ll. Ein dem Versuch 1 s. §. 212 vollkommen entspre chen 
Ansatz, zu dem eine dem Thiocarbaminséurehydrazid aquival 
Menge Semicarbazid in Form einer mit Soda neutralisierten Lé 
des Chlorhydrats als Abfangmittel benutzt wurde, lieferte bei g 
artiger Verarbeitung (Abdestillation des Acetaldehyds nach Spa 
seines in Lésung befindlichen Semicarbazons mittels Phthalsaui« 
drid) 1,340 g Acetaldehyd aus 100g Glucose 


3ei Fortsetzung der Versuche wird man vielleicht weiter kom: 
wenn man als Ausgangsmaterial nicht einen das Hydrazinderivat b 
denden Zucker mit ,freiem Carbonyl verwendet, sondern ein 


oder Polysaecharid, das erst allmahlich durch Agenzien der Het 


selber hydrolysiert wird 











i bertritt yon Methylalkohol in den Tabakrauch. 


Von 
Carl Neuberg und Berta Ottenstein. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlen 


Zu den Bestandteilen des Tabaks, die in chemischer wie pharma 
ologischer Hinsicht ein besonderes Interesse bieten, ist durch die 
Untersuchungen von C. Newberg und M. Kobel' der Methylalkohol 
yetreten Die Genannten haben vor einiger Zeit gezeigt, daB dieser 
sher tibersehene Stoff regelmaBig und in charakteristischer Weise 

Tabakblatt und auch in den Tabakerzeugnissen vorkommt. Eine 
Muttersubstanz des Methylalkohols ist das Pektin, und dieses ist 
dadurch gekennzeichnet, daB es den Methylester einer komplexen 
Kohlenhydratséiure? darstellt; der Gehalt der Pektinsorten an Methyl! 
kohol soll bis 11°, betragen 

Beachtung verdient die von Neuberg und Kobel festgestellte Tat- 
sache, daB der in ester férmiger Bindung vorhandene Methylalkohol 
s Tabaks wahrend der Umwandlung des frischen Blattes in das rauch- 
fahige Tabakgut abnimmt Bekanntlich unterliegt der gepfliickte 
Tabak einem als Fermentation bezeichneten ReifungsprozeB. Nach 
orangegangener Trocknung vollziehen sich in den gestapelten Tabak 
lattern Umsetzungen, die wahrscheinlich dreierlei Ursachen haben 
Neben rein chemischen Prozessen kommen biochemische zustande, die 
lurch die eigenen Enzyme des Tabakblattes hervorgerufen werden 
owie weiterhin Umformungen, welche durch Mikroorganismen herbei 
gefiihit werden. Wir wollen zunachst keinen Unterschied zwischen 
esen drei Vorgangen machen. Als geniigende Grundlage diente uns 
ler Befund von Neuberg und Kobel, daB bei der Tabakgarung eine 
Verminderung des im Pektin als Ester vorhandenen Methylalkohols 

stattfindet. In bezug hierauf verhalten sich die diversen Tabak 


1 C. Neuberq und M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 459, 1926; Natur- 
ssenschaften 14, 1182, 1926 

2 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 118, 1918; F. Ehrlich und 
’ v. Sommerfeld, ebendaselbst 168, 263, 1926: F. Ehrlich und F. Schubert, 
bendaselbst 169, 13, 1926 





218 C. Neuberg u. B. Ottenstein: 


erzeugnisse ungleich; wahrend urspriinglich der Pektingehalt als 
genahert gleich angesehen werden kann, sinkt der Gehalt an esterféy 
gebundenem Methylalkohol wiaihrend der Fermentation bei Ziga 
tabaken von 9°/,, auf durchschnittlich 1°/,,, bei Zigaretten auf dure! 
schniitlich 5 bis 7°/99. Diese Verschiedenheiten beruhen auf der 
weichenden Art der Vorbehandlung, der Zigarrentabak und Zigarette: 
tabak unterworfen werden. Wir kénnen hinzufiigen, daB der zw 


Rauchen in der Pfeife bestimmte Tabak im gebrauchsfihigen Zustan| 


Ungleichheiten aufweist, je nachdem er mehr dem Zigaretten- oc 
dem Zigarrentabak ahnelt. Die fertigen Pfeifentabake stellen vielfa 


Gemische verschiedener Sorten dar, so daB ihr Verhalten auch ay 


diesem Grunde erklarlich ist. Wir haben z. B. im Tabak Shenando 
(Mixture), feinster aromatischer Krull, Thorbeck & Co., Mannhein 
2.20°/,, und im Tabak Navyecut (Lotzbeck) 4,55°/,, estermaBig gy 
bundenen Methylalkohols nachgewiesen. 

Da ersichtlicherweise in Abhangigkeit von der Zubereitung 


mehr oder minder groBer Teil des leicht abspaltbaren Methylalkohol 
in den Tabakfabrikaten verbleibt, so erhob sich die Frage, was wird aw 
diesem Methylalkohol beim Verrauchen? Von vornherein hatte ma: 


erwarten kénnen, da8B im GlimmprozeB der Methylalkohol vollkomm 


verbrennen, allenfalls bei unzureichender Luftzufuhr Formaldehyd oder 


Kohlenoxyd liefern wiirde. 

Uberraschenderweise liegen die Verhaltnisse aber anders; den 
wir haben gefunden, daB erhebliche Mengen Methylalkohol in den Tabai 
rauch iibertreten und mit eingeatmet werden, wahrend wir Formaldehy 
nicht mehr als in minimalsten Spuren haben beobachten kénnen 


Die Beurteilung der ganzen Vorginge wird nun dadurch erschwert 


daB Methyl-gruppen im Tabak nicht allein in Gestalt von Pektin-est 
vorhanden sind, sondern auch in Atherform. Die Menge des (im Lignii 


aitherartig gebundenen Methoxyls ist in fertigen Zigarrentabaken, di 


erwahntermaBen arm an esterférmigem Methylalkohol sind, relat 
hoch. Sie erreicht den vier- bis siebenfachen Betrag des in ihnen 
Esterform enthaltenen Methoxyls. Bei den Zigarettentabaken, « 


reich an Methylester sind, ist der Methylither-gehalt vergleichsweis 


geringer. AuBer diesen beiden Bindungsformen findet sich eine Methy 


gruppe im Nikotin und wahrscheinlich auch in dessen Nebenalkaloide: 
vor. Sieht man von den Méglichkeiten anderer Herkunft fiir «da 


Methanol ab, so kommen jene erwihnten drei Quellen fiir den im Raw 
anwesenden Methylalkohol in Betracht. 

Die Tatsache, daB der Methylalkoholgehalt des Zigarettenraucl: 
in allen Fallen der gréBere war, wies darauf hin, daB Pektin-ester « 
Hauptlieferanten sind. Eine Stiitze fiir diese Anschauung gewani 
wir dureh vergleichende Rauchversuche an Zigaretten- und Zigarre) 
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tabaken, die vorher von Pektin befreit waren. Zur Entfernung des 
Pektins gingen wir so vor, daB wir den Angaben der Literatur gemaB 
das Tabakmaterial bei 100° erschépfend mit Wasser auszogen. Dic 
Extraktionen wurden so lange fortgesetzt, als noch eine die Naphtho- 
resorein-probe liefernde Substanz in Lésung ging, also bis alles erfaBbare 
Pektin und dessen Spaltungsprodukte beseitigt waren. Der dann 
hinterbliebene Riickstand enthielt tatsachlich nur noch Spuren durch 
alkalische Verseifung frei werdenden esterférmigen Methylalkohols, 
dagegen erhebliche Mengen Methoxy] in Atherbindung. Der Rauch- 
versuch mit diesem Riickstand ergab, daB in die Dampfe jetzt nur 
recht geringe Mengen Holzgeist gelangen. 

Diese Untersuchungen sind an einem Zigarettentabak sowie zwei 
deutschen Tabaken, und zwar Seckenheimer sowie Dudenstidter Tabak 
ausgefiihrt, die wir der Giite des Herrn Hermann Ritter von der Firma 
Martin Brinkmann in Bremen verdanken. 

Weiterhin ist es durch die Extraktionsversuche (s. 8.224) wahr- 
scheinlich geworden, daB nicht allein zur Pektingruppe gehérige Methy!- 
ester bei der Extraktion in Lésung gehen, sondern auch andere Methyl- 
alkohol liefernde Bestandteile. Méglicherweise wird beim Fermentations- 
prozeB ein Teil unléslichen Lignins in lésliche Derivate verwandelt ; 
doch muB dieses Problem an einem gréBeren Material , eingehender 
studiert werden. 

Durch Extraktion mit Weingeist kann man den an die Basen 
gekniipften Methylrest, also im wesentlichen die Salze des Nikotins 
und seiner Verwandten, entfernen. Der mit Athylalkohol behandelte 
und wieder getrocknete Tabak enthalt noch reichlich ather- wie ester 
maBig gebundenes Methoxyl; die Verrauchung dieses Materials 
gab einen holzgeistreichen Tabakqualm. Bei der Extraktion mit 
\thylalkohol hatte der verwendete Tabak 13,6°,, an ,,Gesamt-methy!| 
alkohol“ und 8,4 °, an ,, Pektin-methylalkohol* verloren. Die extrahierte 
Menge Methanol liefernder Substanz fand sich fast vollkommen 
im Abdampfriickstand des Athylalkohols. Im Rauchversuch wurde 
jedoch nur etwas mehr als die Halfte der Holzgeistmenge ermittelt, 
die der unbehandelte Tabak geliefert hat. Wir glauben, daB der mit 
Athylalkohol ausgelaugte Tabak nicht mehr die natiirliche Glimm 
fahigkeit besitzt, worauf auch das Verhalten im Rauchversuch deutlich 


hinwies. 

Soweit die bisherigen Versuche einen SchluB zulassen, so kann 
man sagen, da der iiberraschenderweise im Tabakrauch gefundene 
Methylalkohol in erster Linie dem als Ester vorhandenen und darin 
verhaltnismaBig locker haftenden Methylalkohol entstammt. Daneben 
trigt auch das im Lignin atherférmig vorhandene Methoxyl zu einer 
Anreicherung des Tabakrauches an Holzgeist bei, waihrend die mit 
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Weingeist extrahierbaren, am Stickstoff methylierten Tabakbasen wo} 
nur in besechianktem Umfange als Methanol-lieferanten anzusprechens 
Die Ergebnisse beziiglich des Methylalkoholgehalts von Tabak 
rauch sind teils durch kiinstliche, teils durch natiirliche Rauchversucly 
erzielt. Zur Nachahmung des Rauchaktes hat vor Jahren J. Habe, 
mann' einen Apparat angegeben, der ein intermittierendes Rauche; \ 
erméglicht. Da der Methylalkohol zu den sehr fliichtigen Bestand | 
teilen gehért, muBten an der verwendeten Apparatur Veranc 
rungen vorgenommen werden; dem genannten Forscher ist es nicht 
gelungen, alle fliichtigen Produkte, die beim Rauchakt auftreten ;, 
einfacher Weise zu verdichten. Wir haben uns davon iiberzeugt, dai b, 
dies mit seiner Versuchsanordnung tatsachlich kaum médglich 
Ganz leicht gelingt aber die Lésung des Problems, wenn man sic! 
zur Kondensation der fliichtigen Bestandteile der fliissigen Luft bx , 
dient. Dic ausgestoBenen Rauchgase werden durch zwei Péligotréh: 
getrieben, die in ein DewargefaB tauchen; in ihnen kondensiert sic} R 
restlos die Gesamtheit der Rauchprodukte*. Zur Sicherheit ww 
noch ein drittes GefaB, das mit Wasser gefillt und von auBen n 
Eis gekiihlt war, an die zweite Péligotréhie angeschlossen. Durc! 
dieses trat auch keine Spur dampfférmiger Stoffe mehr aus , 
In der Apparatur kénnen an Glasmundstiicken sowohl Zigar 
als Zigaretten wie dweh Einfiigung eines Gummistopfens ebenfalls 


Porzellanpfeifen geraucht werden. Man vermag das Tempo des k 
intermittierenden Rauchens so einzustellen, wie es ein Raucher in = 
der Norm innehalt. I 
In allen Fallen wird,der Inhalt der Vorlagen nach Beendigung q 
des Versuchs mit Wasser in einen MeBkolben iibergespiilt und auf oi: 
bestimmtes Volumen aufgefiillt Die infolge Gegenwart brenzlic! 
dlartiger Produkte triiben Flissigkeiten wurden unter Zusatz einig d 


Tropfen Schwefel:iwe, gegebenenfalls unter Zufiigung von ein wenig 
Tierkohle, einmal destilliert. Das dann erhaltene, schon nahezu farblos 
Destillat wurde unter Vermeidung von Verlusten anreichernd « 


konzentriert und schlieBlich eine Lésung gewonnen, in welcher < | 
Methylalkoho] nach der Methode von Th. v. Fellenberg? quantitatiy d 
bestimmt wurde 
In den Fallen, in denen die Versuchsperson selbst rauchte, ging”! d 
wir folgendermaBen vor 4 
Nach VerschluB8 der Nase mit der bei Atmungsversuchen gewohnlic! . 
benutzten Nasenklemme wurde in iiblicher Weise geraucht und ¢ . 


J. Habcrmann, H. 38. 71, 1901. 
* Vgl. die Apparatur von G. Gorr und G. Perlmann, diese Zeitschr. 174 
430. 1926 C 
Th. v. Fellenberq, ebendaselbst 85, 69, 1918 2 
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nspirierte Rauch durch ein eng anschlieBendes Gummimundstiick 
exhaliert. Dieser Kautschukteil war mit dem vorhin erwahnten System 
von AbsorptionsgefaBen durch eine glaserne Leitung verbunden. Ob- 
gleich aus leicht erklarlichen Griinden, namlich wegen Zuriickbleibens 
eines sehr erheblichen Teiles des Tabakrauches im Mundspeichel, det 
Methylalkoholgehalt fast auf Null herabsinkt, so geniigen doch beim 
Durchtreiben der exhalierten tabakqualmhaltigen Atemluft als Vorlagen 
eisgektihite Gaswaschflaschen nicht, selbst wenn zur starkeren Fixation 
vorhandener Holzgeistspuren noch ein Chlorealeiumrohr eingeschaltet 
wird. (Chlorealeium bildet mit Methanol eine relativ bestandige Doppelver- 
bindung.) Die Kondensation mit fliissiger Luft ist auch hier unerlaBlich 

Dabei hat sich nun ergeben, daB héchstens der zehnte Teil des 
urspringlich im Tabakrauch vorhandenen Methylalkohols mit de: 
\temluft den Kérper verlaBt. Die bei weitem gréBte Menge lést sich 
offenbar wegen der bedeutenden Hydrophilie des Holzgeistes im 
Speichel; er wird also in Form einer wasserigen Methylalkohol-lésung 
guriickgehalten. Eine Betrachtung der in den Péligotréhren an 
gesammelten, durch fliissige Luft verdichteten Rauchprodukte ver 
mittelt eine Vorstellung davon, welch eine gewaltige Quantitat von 
Produkten der Destillation bzw. der Verglimmung in den, Organismus 
gelangt. Der Rauchakt gestaltet sich nicht ganz unaihnlich dem Vor 
gange der technischen Gewinnung von Methylalkohol durch Ver- 
kohlung von Holz und Blattern. Man begreift zugleich, daB die im 
genuBfreudigen Orient verbreitete Nargileh, die Wasserpfeife., welsel 
Erkenntnis ihre Beliebtheit verdankt; beim Durchsaugen des Tabak 
qualms durch ein Wasserreservoir, werden sicherlich viele schiadliche 
Bestandteile entfernt 

Bisher hat man in bezug auf die pharmakologischen Wirkungen 
den wesentlichen Wert auf den Gehalt des Tabakdampfes an Nikotin 
gelegt. Es erhebt sich nun die Frage, ob die durch den Rauchakt 
aufgenommene Quantitat Methylalkohol eine pharmakologisch aus- 
geprigte Wirkung entfaltet. Eine Vorstellung tiber die zugeftihrte Menge 
Holzgeist vermittelt folgende Uberschlagsrechnung Ein Raucher 
der am Tage zehn Zigarren mittleren Umfanges konsumiert, verraucht 
rund 70 g Tabak und atmet etwa 42 mg Methylalkohol ein. Ein Raucher 
der 20 Zigaretten, etwa eine Menge von 20 g Tabak raucht, inhaliert 
40mg, also ungefihr dasselbe Quantum. An sich ware nach allen 
vorliegenden Angaben der Literatur! diese Menge Holzgeist bei ein- 
maliger Gabe nicht giftig. Wie sich aber die Dinge bei einer jahrzehnte- 
langen Einverleibung gestalten, kann nicht a priori beantwortet werden. 


! Siehe bei .W@. Kochmann, Handb. d. exper. Pharm. I. 381, 1923; 
S. Bodforss, Chem. Centralbl. 1924, I, 574; G. Reif, ebendaselbst 1926, II, 
801; C. Egg, Schweizer med. Wochenschr. 57, 5, 1927. 
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Da von Autoren, die sich mit der Methylalkoholfrage beschaftigt ha} 
hervorgehoben wird, daB eine kumulative Wirkung existiert, so \ 
man mit einer solchen rechnen miissen. Ferner ist in Betracht 
ziehen, daB der Methylalkoholdampf im Verein mit den_ iibrigen 
Giften des Tabakrauches anders wirken kann als fiir sich; deny 
erfahrungsgemaB verhalten sich Kombinationen von Giften oft ander 
als die einzelnen Bestandteile 
Experimentelles. 
A. Bestimmung von locker und fest gebundenem Methylalkohol in verschie 
Tabakprdparaten 

a) Der locker gebundene Methylalkohol wwde durch Verseif 
der entrippten und fein gemahlenen Tabakblatter mit Natronlaug 
in Freiheit gesetzt; auf 100 g Tabak kamen 300 ccm 10° ,ige Nato 
lauge. Dabei gingen wir ebenso vor, wie Neuberg und Kobel (|. « 
und konzentiierten das entsprechend gereinigte Destillat duren 
reichernde Destillationen. Die Untersuchung der schlieBlich erhaltenc: 
Methylalkohol-lésung geschah bei denjenigen Tabaksorten, von dene: 
uns eine gréBere Menge zur Verfiigung stand, nach drei Methoden 

1. durch Ermittlung des spezifischen Gewichts, 

2. nach der Methode von Zeisel (Methoxylbestimmung), 

3. nach der kolorimetrischen Methode Th. v. Fellenbergs 
Tabelle I gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der quantitatiy 


Analysen. 
Tabelle 1. 





Do estermaBig gebundener Met y 


Gehalt an : 
alkohol berechnet auf Trockensubstar 


N Tabaksorten bzw. fertige Trockens 
— Zigarren substanz : . 
in nach pykn nach Meth: n. kolor 
Bestimm oxylbest Bestia 
1 ) Dudenstadt Eichsfeld { 89.07 4.05 3.85 3.83 
la | (Ritter) | $8.93 8.95 3.96 4.21 
2 | Seckenheimer { 86.44 2.89 2.83 2.70 
2a | (Ritter) | 86,44 2,78 2.58 2,53 
3 Marienwerder | 91,69 3,05 3,01 2,80 
3a | (Ritter) | 91.62 2,95 2,84 2.86 
4 | Shenandoah (Mixture) | 90.54 2.44 2.24 2,39 
4a |Thorbeck & Co... Mannheim | 90.65 2.44 2.17 2.05 
5 i) : ; | 88,71 5,01 4.51 
ba | Navyeut (Lotzbeck) ! 88°78 484 465 461 
6 | Zigarettentabak Garbaty | 89.59 3,23 3,72 3.49 
bai | Marke A | 89.59 3,30 — 3.48 
: < > arke as ~ 
7 |) —— - 2 | 95.14 1.02 0.78 
7a | nay ome | 95,14 0,99 0,75 
Havana Companie 


8 } Hollander Zigarre Marke | 93,94 0.51 — 0.51 
| Joaquin Barrena } 93.94 0.51 - 0.54 
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b) Zur Bestimmung des fest gebundenen Methylalkohols wwiden, je 
ch dem zu erwartenden Methoxylgehalt, 1 bis 2 g feingemahlener 
Tabaksubstanz mit 30 bis 60cem (auf 1g 30cem) 72 Vol.-°,, H,SO, 
einem Schliffkolben tibergossen und dieser sofort mit einem senk- 
echten Energie-kiihler verbunden. Das Gemenge wird zunichst 
\) Minuten lang im Sieden belassen, dann abgekiihlt, und schlieBlich 
verden 50 bis 100cem Wasser hinzugefiigt. Ebensoviel Fliissigkeit 
d dann wieder abgetrieben. Das Destillat wird mit n/2 Natronlat ge 
kalisch gemacht und nach Zugabe einer kleinen Menge Silbernitrat 
sueichernd destilliert Im Enddestillat wird der Methylalkohol auf 
kolorimetiischem Wege ermittelt. Auf diese Weise untersuchten wir 
-owohl Zigarren-, Zigaretten- als auch Rauchtabak-sorten und erhielten 
lie Werte, die in Tabhelle I] veizeichnet sind 


Tale i] I] 





Methylalkohol berechnet auf Trockensubstanz 


Gehalt 
an lrocken: . , 
labaksorten substens Gesamt- Pektins atherartig im Rauch« 
in Methyl: Methyl: seb. Methyle versuch yef 
‘ 2 7 
alkohol alkohol alkohol Methylalk 
Massary - 
—— } 92.80 4,20 1,71 2.49 2,13 
mit Papier) | 9,80 4.47 1,69 2.78 2,10 
(mit Papier) 
2 Garbaty Marke A| 89.59 70 3.49 2.21 2.01" 
2 Zigarettentabak 89.59 D.77 3.49 2.28 2.3 
Garbaty M. AB 87.70 4.85 1.45 3.37 2,85* 
| Zigarettentabak 87.70 4.85 1.88 2.97 2.68* 
4 } Garbaty M. AE |{ SS.90) 5.62 3,70 1.92 2.52* 
+ | Zigarettentabak SSO) 5.62 S70 1.92 2? OS* 
. Meisterwerk | " ‘ 
; | iF rf or } 910% 2.2% 0.45 1,82 0.60 
(Flor fina 4 ¢ - 247 i 2 
Zigarrentabak | J100 a4 veo 1,52 0,04 
? ve. } Vw 1, 
gp try 94.93 2.16 0,26 1,90 0,31" 
OF eoneno we 94,93 23 0,24 1,99 0,25 
Zigarrenutabak = a 
Shenandoah, 
| feinst. aromat GO.59 5.46 2.05 1.41 1.43* 
i | Krull-Pfeifen- | 90.59 3.64 239 1.25 1.29% 
tabak 


* bedeutet: in Pfeife verraucht 


B. Bestimmung der einzelnen Methylalkohol licfernden Fraktionen der vor- 
hbehandelten Tabaksubsianz 
Die Auslaugung des Tabaks geschah auf verschiedene Weise 
a) Je 100g Zigarettentabak Garbaty, Marke A. B., wurden bei 
45° mit je 1.5 Liter destillierten Wassers so oft ausgezogen etwa 
zehn- bis zwélfmal —, bis im Filtrat die Nikotinprobe mit Phosphor 
wolframsaéure negativ ausfiel Der Riickstand nach der Wasserbe- 


handlung wog nach Trocknung an der Luft 40 g. 
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Tahelle 111. 





Gehalt Methylalkohol berechnet auf Trockensut 


an Trocken- 


labaksorten eulbatens Gesamt- Pektins atherartig im R 
n Methyl. Methyl. geb. Methyl. vers 
alkohol alkohol alkohol Met 


Zigarettentabak 
a) Garbaty AB 87.70 4.85 1.58 2.97 , 
Nach Extraktion mit 
H,O bei 45° 
1) getrockn. Riickst 4078 3.42 1.77 1.65 1 
b) Wasserauszug 45.45 O17 0.09 0.08 
Zigarettentabak 
b) Garbaty AB 87.70 4.85 1,55 2.97 ; 
Nach Extraktion mit 
90° .igem Alkohol 


1) getrockn. Riickst 49.61 4.19 1,72 2.47 1.4 
b) Alkoholauszug . 39.035 0.61 0,04 0.57 
¢) Dudenstadt. Tabak 89.00 4.74 4.00 0,74 
Nach Extraktion mit 
H,O bei LO0® 
a ) getrockn. Rickst 42.73 209 0.09 2.00 0.17 
b) Wasserauszug . 89,75 1,13 0,16 0,97 
d) Seckenheimer Tabak 56,44 4.57 2,60 1,97 
Nach Extraktion mit 
H, ber LOO®: 
1) getrockn. Riickst. 43.65 1.98 Q.11 1.87 
b) Wasserauszug 40.75 1.60 0.10 1.50 


Der in Lésung gegangene Anteil' wurde auf dem Wasserbad | 
zur Sirupkonsistenz eingedampft; er wog dann 46 g. Von dem au 
bestimmtes Volumen mit Wasser aufgefiillten Extrakt wurd 
aliquoter Teil weiter verarbeitet. Sowoh] im Riickstande als im wiasserig« 
Auszuge bestimmten wir den Gehalt an esterférmigem Methylalkoly 


wie auch an Gesamtmethylalkohol. 


10g des getrockneten Riickstandes wurden auBerdem in eine! 
Porzellanpfeife verraucht und die kondensierten Dampfe auf ihre: 


Gehalt an Methylalkohol analysiert. 


b) Wir extrahierten ferner je 100g Zigarettentabak Garbat 
Marke A. B., mit 90°, igem Athylalkohol bei 78° so lange, daB nw 
schwach hellgelbes Filtrat abfloB und dieses Filtrat héchstens ei: 


minimalen Riickstand beim Abdampfen hinterlieB. Diese Auslaugung 


beansprucht viel Zeit. Die restierenden Blatteile wurden an der Lu 


' Die hohen Extraktzahlen sind vielleicht auf die Gegenwart \ 


Zusatzmitteln zum Rohtabak zuriickzufiihren; médglicherweise werden auc! 


Zersetzungsprodukte des Pektins und Lignins léslich. 
2 Wir danken der Zigarettenfabrik J. Garbdty in Berlin fiir die Abga! 


unverarbeiteten Tabaks. 


4; 
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getrocknet, ihr Gewicht machte 50g aus. Der im Vakuum vom 
Alkohol befreite lésliche Anteil wurde auf dem Wasserbade abgedampft 
md hinterlie} einen Riickstand von 39¢ Auch in diesen beiden 
Portionen bestimmten wir den locker und fest gebundenen Methyl- 
Jkohol und verrauchten auBerdem 10g des Blattriickstandes am 
\pparat in einer Pfeife 

ec) SchlieBlich extrahierten wir noch je 100 g Dudenstadter Tabak 

10° zgwélfmal mit je 11, Liter Wasser, bis das Filtrat keine Naphtho- 
resorcinprobe mehr gab. Die Weiterbearbeitung des 43 g betragenden 
Riickstandes und des 40 g wiegenden Extrakts mit Wasser erfolgte 
wie oben angefiihit ist. 

d) In gleicher Weise extrahierten wir Seckenheimer Tabak (siehe 
die Zahlen der Tabelle). 

Tabelle IIT enthalt die gewonnenen Daten 


C. Rauchversuche am mechanisch wirkenden Apparat. 

An dem unseren Zwecken angepaBten Apparat zur Nachahmung 
des Rauchaktes stellten wir mit verschiedenen Tabaksorten Rauch- 
versuche an. Die Kondensation der Dampfe in den beiden, in fliissige 
Luft tauchenden Péligotréhren gelang vollstandig, wenn eine Zigarre 
langsam verraucht wurde, natiirlich auch bei einzeln, verrauchten 
Zigaretten. Bei entsprechender GréBe des NiveaugefaiBes, mit dem 
das intermittierende Rauchen herbeigefiihrt wird, sowie bei Regelung 
des Wasser-zu- und -ablaufes waren auch Pfeifen verwendbar Die 
verschiedenen Tabaksorten wurden stets in Porzellanpfeifen verraucht, 
um einen etwaigen EinfluB der Wandung bei Holzpfeifen auszu- 
schlieBen. 

Wenn die Menge der Rauchprodukte zu groB wird, verstopfen 
sich die Péligotréhren, und es wird somit das ,,unterbrochene Rauchen* 
unméiglich. Die Zeitdauer konnte vollstandig geregelt werden und die 
Intermissionen erfolgien in Pausen von etwa 10 Sekunden, wenn der 
Durchmesser des NiveaugefaBes durchgehends 4m, seine Héhe 20 em 
und die Weite des AbfluBrohres 2m betrug 

Wir verwendeten fiir Rauchversuche in Porzellanpfeifen je 10 bis 
2” g Zigaretten-, Zigarren- oder Pfeifen-tabak und tiberzeugten uns 
durch Doppelversuche davon, daB man tatsachlich mit dem selben 
Material hinreichend iibereinstimmende Werte erzielt. In Vorversuchen 
mit Zigaretten der Firma Massary und mit amerikanischen Zigarren 
konnten wir durch Verarbeitung des briunlich gefarbten Kondensats 
auf die beschriebene Weise feststellen, da der Methylalkoholgehalt 
des Zigarettentabakrauchs héher ist als der des Zigarrentabakrauchs 
Cher die genau ausgefiihrten Versuche geben die Zahlen AufschluB, 
die in den letzten Kolumnen der Tabellen Il und III stehen 


Biochemische Zeitschrift Band 188 15 


276 (. Neuberg u. B. Ottenstein: Ubertritt von Methylalkohol usw 


DD). Rauchversuche am Menschen. 


Zum SchluB seien Daten fiir Rauchversuche am Menschen 
geteilt (Wie diese Versuche angestellt worden sind, geht aus 
theoretischen Teil hervor.) 


Tabelle IV. 


Versuche am Menschen iiber die Abgabe von dampfférmigen Met 


alkohol nach Einatmung von Tabakrauch. 





Zigarettenmarke , Methylalkohol bere 
Nr “ Vorlager : 
Massary — aut verrauchte Trockens 
l 10 Stiick 9¢ Tabak * Kiswasser 0 
2 Yg 4 kiswasser CaCl, 0 
) iS veg = Flissige Luft 0,21 


*) Lufttrocken. Nach Abzug der Stummel betrug die wirklich verrauchte Menge 
ber die Verteilung des Methylalkohols im Material dieser Zigarette geben die Date 
g 
Tabelle I] AufschluB. 


In anderen Fallen wurde in der exhalierten Atemluft kein Holz 


mehr gefunden; er war demnach vollkommen beim Rauchakt resorb 











Uber die asymmetrische Wirkungsweise der Phosphatase 
und eine Methode zur biochemischen Darstellung der beiden ent- 
gegengesetzt drehenden Alkohole aus ihren Racematen’. 


Von 


Carl Neuberg, Joachim Wagner und Kurt P. Jaecobsohn. 


\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor einiger Zeit haben wir darauf aufmerksam gemacht?, daB 
lie Phosphatase nicht nur die natirlich vorkommenden Phosphorsaure- 
ester angreift, die Derivate von Polyhydroxylverbindungen (Glycerin 
Zucker, Inosit) sind, sondern daB sie auch die synthetisch bereiteten 
Phosphorsaure-ester einfacher Alkohole zu hydrolysieren vermag 
Besonders bemerkenswert erscheint uns, daB die primdren und sekunddren 
Phosphorsdure-este r der Phenole ebenfalls enzymatisch gespalten werden. 
Die Tatigkeit des Fermentes erstreckt sich ferner auch ayf Pyro-phos 
phorsdure-ester®, von denen Vertreter bisher in der Natur nicht auf- 
gefunden sind. Der Wirkungsbereich* der Phosphatase erweist sich aber 
ils noch weiter; denn aus unseren im folgenden mitzuteilenden Ergeb- 
nissen geht hervor, daB sie Phosphorsdure-ester der hydroaromatischen 
Reihe gleichermaBen zu zerlegen imstande ist. 

Die auf Verbindungen so verschiedenen Baues sich erstreckende 
Spaltungskraft der Phosphatase glauben wir mit der Wichtigkeit 
dieses Enzyms in Zusammenhang bringen zu diifen, insofern als 
organische Phosphorséure-derivate, die den verschiedensten Gruppen 
zugehéren, der Zahl nach in der Natur auBerst verbreitet sind 

Durch ein geringes Auswahlungsvermégen ist die Phosphatase 
unterschieden von der Sulfatase, fiir die wir engere Grenzen der Angriffs- 
moiglichkeiten friiher nachgewiesen haben®. 


! Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
am 16. Mai 1927. 

2 ©. Neuberq und J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926; R. Jwat- 
suru, ebendaselbst 173, 348, 1926. 

3 C. Neuberq und J. Wagner, |. ce. 

' Val. die enzyvmatische Hydrolyse kiinstlich phosphory lierter Protosen, 
( Neuberg und W. Oertel, diese Zeitschr. 60, 506, 1914. 

> C. Neuberg und J. Wagner, diese Zeitschr. 161, 492, 1925; 174, 457, 
1926; Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 56, 334, 1927. 
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Man kénnte somit a priori glauben, daB es sich bei der Hydro 
von Phosphorsaure-estern gar nicht um die Beteiligung eines eig 


lichen Fermentes, sondern um einen haufig vorkommenden Aktiy 
handle, wenngleich der Verlauf der durch die Phosphatase bewirkte 
Spaltung durchaus den Charakter enzymatischer Hydrolysen aufw: 
Das einzige sichere Kriterium fiir Fermentwirkungen liegt nun n: 


den von R. Willstdtter und Fr. Memmen' dariiber entwickelten A) 
schauungen in der auswahlenden Wirkung, die sich in stereochemisc! 

Spezifitat offenbart. Wir hielten es daher fiir auBerordentlich wichtig 
zu untersuchen, ob eine stereochemische Spezifitat fiir die Phosphatas: 
existiert. Dies muBte bei der Einwirkung des Agens auf Phosphorsiur 


ester racemischer Alkohole zutage treten. Als ein bequem zugiangliches 


Testobjekt wahlten wir den bisher nicht dargestellten Ortho- phospho 
sdure-ester des racemischen Borneols, Cio Hy, O. PO(OH),, nachden 
wir uns vorher davon tiberzeugt hatten, daB die Phosphatase die gleic| 
falls bislang unbekannten aktiven Komponenten des Mono-born, 
phosphorsaure-esters angreift. Wir finden, daf der racemische Ester 
asymmetrisch gespalten wird. 

Nach den Verfahren der Pilzvegetation kann man den eine) 
Antipoden gewinnen, im Idealfalle die Hdlfte des Ausgangsmateria|- 
eine Methode, zu beiden Raumformen desselhben Alkohols auf bioc} 
mischem Wege zu gelangen, ist bis jetzt nicht beschrieben 

Fir Sauren ist ein solches Prinzip vorgebildet in den Untersuchunge: 
von H. D. Dakin*, die dann mit den gleichen Ergebnissen von Willstdtt: 


3 


und Memmen (l. c.) sowie von P. Rona wind R. Ammon*® angestellt 


sind. Alle diese Autoren haben gezeigt, daB man beispielsweise dei 
Athyl-ester der racemischen Mandelsaiure durch Lipasen asymmetrisc! 
verseifen kann. Wenn man den Versuch rechtzeitig unterbricht, erhalt 
man einen Uberschu8 an aktiver freier Mandelsiuwre, wahrend de 
unzerlegte Anteil neben racemischem Ester den Ester der entgegen 
gesetzt drehenden Saure einschlieBt; aus ihm kénnte man also dam 
auf rein chemischem Wege den Antipoden der Saure herausarbeiten 
Wartet man lange genug, so verwischt sich die Ungleichheit de 
Reaktionsgeschwindigkeiten oder im Sinne von M. Bodenstein* «iv 
hemmende Wirkung der Spaltprodukte, und es entsteht auch durch di: 
enzymatische Hydrolyse inaktive Mandelsiure 

Die Lésung der Aufgabe, gleichzeitig die beiden Antipoden eines 
oplisch-aktiven Alkohols auf biochemischem Wege in freier Form und 
in einem ProzeB zu gewinnen, haben wir mit Hilfe der Phosphatas 

! R. Willstdtter und Fr. Memmen, H. 188, 216, 1924. 

2 H. D. Dakin, Journ. of Physiol. 30, 253, 1904; 32, 199, 1905 

3 P. Rona und R. Ammon, diese Zeitschr. 181, 49, 1927. 


4 M. Bodenstein und Dietz, Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 605, 1906 
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bewerkstelligt. Nach der von uns mehifach angewendeten Methode 
der Phosphorylierung in Pyridin kann man leicht aus inaktivem Borneo! 
len erwahnten .Mono-borneol-ester der Orthophosphorsdure, Cy H,, .O 
PO(OH),, darstellen. Es ist eine schén kristallisierte und sehr be- 
standige Substanz, deren Alkalisalze in Wasser léslich sind. LaBt man 
auf diese nun pflanzliche Phosphatase! einwirken, so erhalt man ein 
sehr prachtiges Bild. Die klare Lésung triibt sich nach wenigen Stunden 
unter Abscheidung eines Magmas von kristallisiertem Borneol. Filtriert 
man dieses rechtzeitig ab und reinigt es durch Destillation mit Wasser- 
dampf, so gewinnt man links- Borneol, das zu rund 25°, optisch-aktiv ist. 

Setzt man die enzymatische Spaltung des Riickstandes, also des 
unverseiften Bornyl-phosphorsaure-esters, fort, so gelangt man zu 
einem Borneol, das nunmehr ungefahr im entsprechenden Prozentsatz 
rechts- Borneol enthalt 

Damit ist es, soweit wir sehen, zum ersten Male gelungen, mit 
einem und demselben Ferment, also mit einem Enzym der selhen Herkunft, 
einfach durch eine fraktionierte Verwertung seiner hydrolysierenden 
Kraft die freien Alkohole von dem entgegengesetzten Drehungsvermégen 
zu isolieren. 

Zu den in vitro ausgefiihrten asymmetrischen Synthesen bietet 
diese Erscheinung ein Gegenstiick. Wenn man z. B., wie W. Marckwald 
und A. Mc Kenzie in ihren grundlegenden Untersuchungen, racemische 
Mandelsiure mit 1-Menthol unvollstdndig verestert, so findet man, daB 
die d-Saure schneller in den ]-Menthyl-ester umgewandelt wird, als die 
|.Siure. Man kann also im Prinzip auf diese Weise die racemische 
Siure zerlegen, aber es miissen ersichtlich sowohl Alkohol als Séure 
asymmetrische Kohlenstoffatome enthalten. Wenn in dem Versuch 
von G. Bredig und K. Fajans* inaktive Camphercarbonsiure durch 
ein Alkaloid zerlegt und aktiver Campher im kleinen UberschuB ge- 
bildet wird, so handelt es sich gleichfalls um Agenzien, bei denen Saure 
wie Base asymmetrischen Bau aufweisen. In unserem Falle des 
d, l-Borneol-phosphorsaure-esters enthalt lediglich der Alkohol Elemente 
der Asymmetrie, die Phosphorsaure natirlich nicht, und wenn trotzdem 
die asymmetrische Spaltung zustande kommt, so handelt es sich eben 
um einen biologischen Vorgang, bei dem das Ferment ahnlich wirkt 
wie das aktive Menthol im Marckwald-Mc Kenzieschen Versuch. Ubrigens 
hat Dakin (l.c.) bei der Einwirkung von Lipase auf Phenyl-athyl- 
carbinol-acetat eine Gesamthydrolyse zu 25°, erreicht; das mit Chloro- 
form extrahierte Gemisch der Reaktionsprodukte aus 2g Ausgangs- 


! Versuche mit animalischer Phosphatase sollen folgen 

2 W. Marckwald und A. Me Kenzie, B. 84, 469, 1901. 

8G. Bredig und K. Fajans, B. 41, 752, 1908; AK. Fajans, Zeitschr. f. 
physik. Chem. 78, 25, 1910. 
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material besaB eine schwache Linksdrehung (— 0.31°). Worauf « 
zu beziehen ist, hat der Autor unentschieden gelassen; reines Phe) 
iithyl-carbinol! hat eine Drehung von 27,35° 
Bemerkenswerterweise verlauft, wie wir gefunden haben, auc] 
Synthese von Menthol-glucosiden aus Acetobromglucose und d, ]-Men 
unter der Einwirkung von Chinolin asymmetrisch in dem Sinne, dai 
der Entstehung des a-Glucosids die ]-Form, bei der Entstehung des f-( 


cosids die d-Form in weitgehendem MaBe bevorzugt wird. Beim Auf} h 
des £-Glucosids mit Anwendung von Silbercarbonat erfolgt ebenfalls ~ 


asymmetrische Aufteilung des d, ]-Menthols. Uher diese Beobachtung 

sowie tiber die Verhaltnisse, die bei der enzymatischen Bildung 

Zerlegung von Glucosiden obwalten, sobald die Alkoholkompon 

recemisch ist, werden wir spiter ausfiihrlich berichten k 
Indem wir die stereochemisch auswaihlende Wirkungsart der P] 


phatase dargetan haben, glauben wir einen Beweis fiir den enzymatiseh: 


Charakter der Reaktion geliefert zu haben. Wie ersichtlich, schlie(: ' 
das angegebene Verfahren eine Methode in sich, welche die gleichzeitig \ 
biochemische Gewinnung der beiden optischen Antipoden eines ra 
cemischen Alkohols gestattet 
Versuchsteil. 
Darstellung der Borneol-phosphorsduren. 
/ 


88 g Phosphoroxychlorid werden tropfenweise in einem Rundkol! 
mit 350ecem trockenem, tiber Bariumoxyd destillierten Pyridin verset 
Zu dieser Mischung werden 60g Borneol, die in méglichst wenig Pyrid 
gelést sind, unter guter Kiihlung mit Eiswasser und unter haufig 
Schiitteln tropfenweise hinzugegeben. Das Reaktionsprodukt, das 
zum Teil aus einem Brei von wei®en, nadelférmigen Kristallen best: 
bleibt 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen und wird dann mit 40 
Kalilauge bis zur alkalischen Reaktion vermischt. Hierbei mu’ man 
sehr gute Kiihlung Sorge tragen, zweckmaBig ist es auch, die ersten Ant: 
der Kalilauge in starker Verdiinnung mit Wasser hinzuzugeben, da | 
Reaktion im Anfang lebhaft ist. Darauf wird mit etwa dem gleichen Volur 
Wasser verdiinnt, bis eine einigermaBen klare, gelb oder hellbraun gi 
firbte Lésung entstanden ist. Aus dieser Fliissigkeit schlagt man die / 
jorneol-phosphorsdure mit etwa dem gleichen bis doppelten Volw 
25°.iger Schwefelsiure nieder; sie fallt zunachst in Form von weil 
amorphen Flocken aus. Gleichzeitig wird das Pyridin, das in der Lésung 
vorhanden ist, in sein schwefelsaures Salz umgewandelt. Die Saure wi! 
nun mit Ather ausgeschiittelt, in den sie AuBerst leicht iib ‘rgeht. Die at! 
rische Lésung wird zweimal mit Wasser gewaschen und dann mit fri 
gegliihtem Natriumsulfat gut getrocknet. Nach dem Verjagen des Ath 
hinterbleibt ein AauBerst zahfliissiger, Sliger Riickstand, der oft schor 
diesem Zustande im Exsikkator zu einer weiBen Masse erhartet. D 
Reinigung des Rohprodukts gestaltet sich zur Entfernung von etwa 1 


' R.H. Pickard und J. Kenyon, Chem. Centralbl. 1911, I, 713. 
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vefallenem Borneol folzgendermaBen: Die délige Substanz wird unter 
Rihren langsam mit n Kalilauge vermischt. Einige Tropfen hinzugefiigtes 
Phenolphthalein zeigen einen UberschuB8 an Alkali an. Die schwach alka 
e Lésung wird durch Einleiten von Kohlens&éure gegen den Indikato: 
itral gemacht und dann zur Entfernung von Borneol- sowie Pyridin- 
n drei- bis viermal mit Ather ausgeschiittelt. Der geléste Athe 


| durch einen kraftigen Luftstrom verjagt, wobei sich immer etwa 
reol, das in dem Gemisch (hydrotropisch) in Lésung gehalten wird 
scheidet. Hiervon wird abfiltriert und aus der nun vollig klaren und 
or 


hochstens schwach gelb gefarbten Lésung die Séure erneut mit 25°. ige! 


schwefelséure ausgefallt. Die weitere Behandlung ist die gleiche wie beim 
Rohprodukt; unter Umsténden mu man dieses Reinigungsverfahren noch 
zweites Mal zur Anwendung bringen. Das gereinigte Produkt verwande!! 

im evakuierten Exsikkator meistens sehr rasch in eine weiBe Kristal! 

isse, die nun noch aus einem Gemisch von Benzol und Petroléther um 
kristallisiert wird. Dies gelingt aber nur, wenn die Substanz auch von den 
etzten Spuren von Ather sorgfaltig befreit ist. Die trockene Rohsiur 
wird zerkleinert und in der gerade zur Lésung erforderlichen Menge trockenen 
Benzols aufgelést und die Lésung, wenn es erforderlich ist, filtriert. Daraut 
vermischt man sie unter gleichzeitiger Eiskiihlung mit etwa der zehnfachen 
Menge Petrolather. Die Saure scheidet sich meist rasch in nadelf6rmigen 
Kristallen aus, die abgesaugt und mit Petrolither mehrmals gewaschen 
erden. Zuweilen fiel die Saure bei der ersten Kristallisation aus Benzol 
Petrolather nur langsam aus, alle weiteren Kristallisationen aus dem Ge- 

sch verliefen aber stets duBerst rasch und fast quantitativ. 

Die im evakuierten Exsikkator getrocknete Substanz stellt ein vollig 
weiBes Pulver dar, bei langsamer Kristallisation bilden sich oft bis zu einen 
Zentimeter lange nadelf6rmige Kristalle. Die Ausbeute an gereinigter 
Siure betrug 50 bis 60¢ aus 60¢ Borneol. 

Die Borneol-phosphorsaure ist in Wasser vollkommen unléslich; lOslich 
st sie in den gewdhnlichen organischen Lésungsmitteln (Aceton, Chloro- 
form, Eisessig, Methyl- und Athylalkohol, Benzol und Toluol, auBerst leicht 
slich in Ather). Unléslich ist sie dagegen in Petrolither und in Ligroin 
\us der Lésung ihres Kaliumsalzes wird die Saéure auBer durch die starker 
Mineralséuren auch noch durch folgende Saéuren ausgefallt: Trichloressig- 
siure, Phosphorsdure, Citronensiure, Oxalsiure und Weinsdure, nicht ge- 
falit wird sie von Essigséure. 

Eine 4°%ige Lésung des Kalium-salzes der Borneol-phosphorsaéure 

bt folgende Fallungsreaktionen: 


2cem Lésung + 2cem Reagens. 
m/20 BaCl, . . . weiBe amorphe Fallung, 
m/20 CaCl, weiBbe Fallung, Nadeln, 
m/20 SrCl, . ; zuerst gallertartig, dann Nadelbiischel, 
m/20 MgSO, : weiBe Fallung, 
m/20 Mn SO, . . « « « « WeiBe nadelférmige Kristalle, 
m/20 FeCl, . . »% . . weiBer amorpher Niederschlag, 
fs Ss ae os - - 
gk: Se ae o” *» - 
m/l Pb-Acetat . . —— - a si 
m/20 Uranylacetat . . « « . gelblicher Niederschlag, 
m/2 Hydrazin-chlorhydrat . lange, wohlausgebildete Nadeln, 


m/2 AgNO, .... . . . weibe amorphe Fallung. 








939 C. Neuberg, J. Wagner u. K. P. Jacobsohn: 


Eine konzentrierte Losung des Kaliumsalzes zeigt auch hydrotropisch, 
Eigenschajten, z. B. gegeniiber Amylalkohol, Anilin sowie Cyklohexa 

Dargestellt haben wir die Phosphorsdure-ester des 1-Borneols, 
d-Borneols und des racemischen Borneols. Wir geben zunachst die physi! 
schen Konstanten der drei Verbindungen an und nachher die mit 
Substanzen vorgerommenen Analysen. 





Schmelzpunkte 
Leek a 156° } 
is Come lSud. Wow 154—155° | 
ae ee ee 155—156° 


Eine Veranderung der Substanzen vor dem Schmelzen war nicht 
bemerken. 


Spezifische Drehungen. 


Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurde die Substanz 
einer etwa 5°,igen Lésung in absolutem Alkohol oder Benzol ge! 
Polarisiert wurde ausnahmslos in einem 2-dem-Rohr. 

Anfangs stand uns ein vollkommen inaktives Borneol nicht zur Ve1 
fiigung, so daB auch die d, 1l-Borneol-phosphorséure entsprechend 
Drehung des Ausgangsmaterials eine schwache Drehung im Rechtssinm 


aufweist. 


[a]p war: 








Alkohol Benzol 
ee 22.61° 22.36° 
a + 23,26 


d,l-Saure .... . + 285 + 266 


Bei weiterem Umkristallisieren anderte sich die spezifische Drehung 
nicht mehr merkbar. 

Mit den drei Substanzen fiihrten wir folgende Analysen aus: 

1. Phosphorbestimmung in der freien Saure, 

2. Titration der freien Saure, 


3. Kohlenstoff-Wasserstoff-Bestimmung in der freien Saure, 


— 


Phosphorbestimmung im Barium-salz, 


5. Bariumbestimmung im Barium-salz. 


Analysen-Methodik. 


Phosphor-bestimmungen. 


Die zur Konstanz getrocknete und genau abgewogene Substanz, ganz 
gleich, ob es sich um die freie Saure oder um das Bariumsalz handelt, wird 
in einer Platinschale mit der 30fachen Menge Soda-Salpeter-mischung (1 : | 
aufgeschlossen; die Schmelze ist dann wie iiblich behandelt. 

Die Titration der freien Saéuren fiihrten wir in absolut alkoholische 
Lésung gegen n/10 Kalilauge mit Phenolphthalein als Indikator aus. Der 
Umschlagspunkt ist nicht sehr scharf; Methylorange kann nicht zur A: 
wendung gelangen, da damit kein Umschlagspunkt zu erreichen ist. 
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Zur Kohlensto/f-Wasserstof/-bestimmung mischten wir die Substanz mit 
hte Verbrennbarkeit. 


h im-di-ch 


romat 


und erzielten dadurch seh 


lei 


Das Bariumsalz stellten wir fiir die Analyse auf folgende Weise her. 
freie Saéure wurden in der gerade geniigenden Menge n Kalilauge gelést 


| ing von 


Db 


ibgesaugt und so lange mit 
wasser vollkommen chlorfrei ablief. 


Bariumehlorid, d 


ie etwas mehr 


als 


clie 


kaltem Wasser gewaschen, 
Das Salz wurde darauf zunichst 


berechnete 


bis das 


’Tropfen Phenolphthalein als Indikator) und mit einer konzentrierten 


Menge 


umchlorid enthielt, gefallt. Der weibe Niederschlag wurde auf der Nutsche 


Wasch ° 


lm 


Exsikkator tiber Chlorcalcium und darauf im Hochvakuum bei 80 bis 100° 


r Phosphorpentoxyd zur vélligen Gewichtskonstanz getrocknet. 


Die 


Phosphorbestimmung wurde genau in der gleichen Weise wie bei der freien 


Siure ausgef 


iihrt. 


Zur Bariumbestimmung wurde das Bariumsalz unter Zusatz von Alkohol 


Salzsiure gelést, um die mit Séuren ausfallende freie Borneol-phosphor 
Siedehitze das 


siure in Lésung zu halten, und mit 


Barium als 


Cyo Hy, - 


Bariumsulfat 


ausgeschieden. 


Analysenergebnisse. 


a) l-Sdure. 


Schwefelséure in de1 


Phosphorbestimmung, freie Saure. 


0.1963 ¢ gaben 0.0945 ¢ Mg, P,O,, 
0,0948 g Mg, P,O,. 


0.2040 ¢ 


PO,H,: Be 


ge 


0.2020 g verbrauchten 17. 
17,80 ,, n/10 


0.2096 ¢ 


0.2801 ¢ verbrauchten 


0.2536 ¢ 


13,2‘ 
13,4° 


r.: P 
f.: P 


Titration: 


10 ccm n/10 Natronlauge statt 


Ba-Salz der 1l-Sdure. 


P 


Phosphorbestimmung. 


0.2900 g gaben 0,0895 g Mg, P,O,. 


0.2944 ¢ gaben 0,1855 ¢ 


Bariumbestimmung. 


C,,H,, . PO,Ba: Ber.: Ba 37,2° 


0.2424 ¢ gaben 0,1156 g 


Phos} 


gef.: Ba 


b) d-Sdure. 


v~horbestimmung. 
Mg, P,O,. 


C,H, . PO,H,: Ber.: P 13,2 ' 
gef.: P 13,3‘ 


21,3 


Titration: 


» n/ld 


37,1 ' 


BaSQ,,. 


P 
P 


13,0 


8,4 
8.6 


23.6 cem n/10 Natronilauge statt 


? 


17,89 


, 


23,9 cem, 


21,6 


” 


17,25 ccm, 
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c) d, l-Sdure . 
P} osphor bestimmuneg. 


0.2718 ¢ gaben 0,1303 ¢g Mg, P.O, 


Titration: 


0,2278 g verbrauchten 19,7 com n/10 NaOH statt 19,45 cem 


0,2221 ¢ ‘ 19.1 ., n lO NaOH “= 18,96 
0,3129 2 Pa 26.6 ,, n/10 NaOH io maee 


Kohlenstoff-Wasserstoff-bestimmung. 
0.2236 g gaben 0,4170g CO, und 0,1360g H,O. 
C,)H 3, . PO,H,: Ber.: C 51,2, H 65, P 13,2 
gef.: ( 50,9, H 6,8, P 13,4 
Ba-Salz der d, l-Sdure 
Phosphorbestimmung. 
0,3069 g gaben 0,0952 ¢ Mg, P,O, 
Ba-Bestimmung. 
0,1848 ¢ gaben 0,1176g BaSO,. 
Cy Hy, . PO,Ba: Ber.: P 8,4°., Ba 37,2 
gef.: P 8.6°,, Ba 37,4 


Aus den angefiihrten Analysenzahlen folgt, da®B itiberall die .\/ 
bor nyl-ortho-phosphorsdure . Cy Hy, oe PO, H., vorliegt. 


Enzymatische Spaltungen. 


Fiir die mit der gewonnenen Substanz anzustellenden Fermentversu 


fiihrten wir eine jede der freien Borneol-phosphorséuren in das in Wa 
leicht lésliche Di-kalium-Salz, Cy Hy, .O.PO,K,, iiber. Zu diesem Zw 
wurde die Saéure allmaéhlich mit der gerade ausreichenden Menge an 


Kalilauge (Zugabe von 2 bis 3 Tropfen Phenolphthaleinlésung) verse 


diese Lésung wurde mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt 
durch Zugabe von verdiinnter Essigséure auf ein py von 7,0 bis 7,2 
gestellt. 

Diese Fliissigkeit wurde direkt fiir die biologischen Versuche verwe1 
ihr Gehalt, auf freie Borneol-phosphorséure bezogen, betrug 1 in 
Fallen, wo das Fermentpraparat in fester Form hinzugefiigt wurde, 
2°,, wenn das Enzym in einem gleichen Volumen Wasser gelést war; 
Endkonzentration war dann wieder 1°. 


Als Enzymmaterial verwendeten wir verschiedene Proben von 


nischer Takadiastase. Diese Praparate hatten sich in unseren erwaélnt 


friiheren Versuchen als verhaltnismaBig reich an Phosphatase erwiese! 


Durch Beigabe von 1°, des Fliissigkeitsvolumens an Toluol verhindert 


man eine Bakterienentwickelung in den Ansatzlésungen. In den Fallen. 
wir eine Isolierung des fermentativ abgespaltenen und aus der Lésung 


geschiedenen Borneols durchfiihrten, arbeiteten wir ohne Antiseptiku 
da die Versuche sich zumeist nur iiber wenige Tage erstreckten und waht 
dieser Zeit das ausgeschiedene Borneol selbst sich in vollkommen 
reichendem MaBe als Desinfizienz betatigt. 


au 


au 











Asvmmetrische Wirkungsweise det Phosphatase usW ps #4 


Die Ansétze wurden samtlich in gut getrockneten Glasstépselflaschen 
Brutschrank bei 37 bis 38° belassen. 


Eine Lésung des bornyl-phosphorsauren Kaliums von derselben Kor 
tration wie beim Hauptversuch wurde unter sonst vollig gleichen auBerer 
lingungen ohne fF 


ith W asser. 


rment aufgehoben, ebenso eine Lésung des Enzyn 


Das fermentativ aus der organischen Bindung geléste Phosphat w 

rimetrisch nach der Methode von K. Lohmann und L. Jend 

mmt. Einige Kubikzentimeter der Reaktionsfliissigkeit 
triert, von der filtrierten Lésung ist | ccm verwendet. 


Ansatz I. 


Der erste Versuch sollte allgemein clie Spaltbarkeit der synthetisc! 
wonnenen Verbindungen erweisen. Es wurden daher die |-Saure, dik 
Sdure und die d, 


Saure nebeneinander untersucht. 


Stammldésungen. 


Lésung A: lg d-Saure als Kaliumsalz in 100 cem Wasse1 
B: lg |l-Saure ; me . Loo 
aA C: lg d,l-Saure ,, o cn 


Das py betrug in allen drei Fallen 7,0 bis 7,2 


I. Lésung A 50) cem Il. Lésung A 50 cem 
Takaphosphatase 1 g Toluol 0.5 
Toluol O.5 cem 

Ill. Lésung B 50) ecem lV. Lésung B 50) cem 
Takaphosphatase 1 g Toluol 0.5 
Toluol 0.5 cem 

V. Lésung ¢ 50 cem VI. Lésung C 50 cen 
Takaphosphatase 1 g Toluol 0.5 
Toluol 0.5 cem 

VIL. Wasser 50 ecmn 


Takaphosphatase | g 


Toluol 0.5 cem 


Der urspriingliche Gehalt am ganzen anfanglich vorhandenen Phosphat 
wurde gleich nach Vermischen der Lésungen durch Veraschung der Ansatz 
sungen bestimmt. 
2 Hierzu wurden 10,0ccm vom Reaktionsgemisch in der Platinschal 
mit Soda-Salpeter-mischung zur Trockne eingedampft und geschmolzen ; 
in der Schmelze wurde der Phosphatgehalt wie gewohnlich tiber dic 
Molybdatverbindung durch Magnesia-fallung ermittelt. 
Die folgende Tabelle gibt Auskunft iiber die Menge des abgespaltener 
Phosphats und damit iiber die fermentative Zerlegung der organischen 
Phosphorverbindung. 


K. Lehmann und L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926 
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Tabelle I. 
Gesamtphosphatgehalt ! I: 3,882 mg P,O, in 1 cen 
- Ill: 3,912 fo 
V: 3.939 P,O, ., 1 
VIL: 0,776 ret oo I 
Aus loom Lésung abgespaltene Menge Hvdrolvecs ia 
Zeit P, Os in mg . 
I Il Il IV V VI Vil I ll It | TV V \ 
Anfangs 0.843 10.064 0.878'0.074 0.896 0.032 0.776 2 
Nach 
94 Stunden | 3.770'0.065 3.790'0.074 3.428 0,030.0.780. 96.4 96.0 83.2 
Ansatz Il. 

Ein zweiter Versuch mit geringeren, zuvor gelésten Menger 
Ferments fiihrte fast genau zur gleichen, sehr weitgehenden Zerleg 
aller drei Verbindungen. 

Stammlésungen. 
Lésung A: 0,75 g¢'Takaphosphatase in 50 cem Wasse1 
B: 0,75 ¢@ d-Saéure als Kaliumsalz in 50 cem Wasser 
C: 0.75 ¢ 1-Saéure . 50 
D: 0,75 ¢ d,l-Saure 50 
I. Lésung B. 20 cem II. Lésung B. 20 ccm 
a A. 10 Wasser. 10 
Toluol 0.3 2° Toluol 0,3 
III. Lésung C 20 ccm IV. Lésung C 20 ccm 
i A. 10 ; Wasser. 10 F 
Toluol + Toluol 0.3 
V. Lésung D. 20 ecm VI. Lésung D 20 ecm 
- A. 10 Wasser. 10 
Toluol 0,3 Toluol 0,3 
‘ 
VII. Lésung A. 10 eem 
Wasser . 20 
Toluol * 

Tabelle II zeigt den Verlauf der Spaltung. 

1 Nach Veraschung enthalten die Lésungen I, ITI und V die 
gegebenen Mengen Gesamt-P,O,;. In Lésung VII findet man die 


Ferment allein vorhandene Qualitaét P,O,;. In den Kolumnen II, IV \ 


VI ist die kleine, konstant bleibende Menge praformierten anorganisc! 


Phosphats verzeichnet. 





Asymmetrische Wirkungswe 








ise det Phosphatase usw. 37 
Tabelle Il. 
Gesamtphosphatgehalt! I: 3,034 mg P,O, in 1 cen 
= IIL: 3,034 P,O l 
V: 3,033 P,O ] 
VIL: 0,190 P,O l 
Aus Icom Lésung abgespaltene Menge Hydrolvsen in 
Zeit *2Os5 in mg . 
I Il il IV Vv VI Vil I Wom) iv Vv VIE IVE 
ifangs 0.259 0,042 0,296 0.063 0.290 0.042 0,190 — 
N ich 
I4Stunden 2.640 0,042'2.640/0.069 2.514 0.053 0.191 85.8 — 85.6.0,02 81.1 0.04 


Ill, 


Versuche dienten dazu, die 


Ansatz 


Die folgenden asymmetrische Einwirkung 


Phosphatase auf die d, 1-Borneol-phosphorséure zu untersuchen. Ver 
let wurde zundachst die d, |-Saure, welche noch eine schwache Rechts 
ehung aufweist 


Lésung A: 5 g d,1-Séure als Kaliumsalz in 250 cem H,O 
B: 15g Takaphosphatase 500 H,O 
I. Lésung A 225 ccm Il. Lésung A 25 cen 
Lésung B 225 Wasser 95 
Ill. Lésung B 25 cem 
Wasser 25 
PH Zeus 


Gehalt der Lésung I an Ge samt phosphat 
d Magnesia-fallung) 3,687 mg P,O, 1 com. 


Tabelle LI zeigt die Hydrolyse, gemessen an der Phosphatabspaltung. 


10 cem verTrast } Se Molvbdan- 


i? 





Tabelle Ill. 
Gesamtphosphatgehalt: 3,687 mg P,O, in 1 cem 
Aus Il ccm Lésung abgespaltene Hydrolyse in 
Zeit Menge P, Os in mg 7 
I Il Il I Il Hl 

\nfangs oe i 0,422* 0,095 0.327 _ 
Nach 20 Stunden . 1,257 25.6 

30 1.389 99 6 

50 i 1.650 _ 37.6 

60 1.760 —_ 41.0 

70 2514 64,1 

100 "i 2 934 0.093 0,328 76.9 

* In den Werten dieser Kolumne ist das Phosphat aus dem Ferment mit enthalten 

') Nach Veraschung enthalten die Lésungen I, III und V die an- 
gegebenen Mengen Gesamt-P, O,. In Lésung VII findet man die im 
Ferment allein vorhandene Qualitét P,O,. In den Kolumnen II, IV und 


VI ist die kleine, konstant bleibende Menge préformierten anorganischen 


Phosphats verzeichnet. 








238 C. Neuberg. J. Wagner u. K. P. Jacobsohn: 


Die polarimetrische Priifung des ausgeschiedenen und = ab/filtr 


Borneols vent hah in der folgenden Weise. Nach dem Filtrieren der Reakt 
fliissigkeit wird das Borneol auf dem Filter mehrmals mit Wasser gewas¢ 





Daraut wird das ganze Filter samt Inhalt in einen Fraktionierkolben 





gefiihrt und daraus das Borneol mit Wasserdampf abgetrieben. Der Ha 





teil der Substanz bleibt im Kiuhler und wird daraus mit Ather in 
Scheidetrichter tibergefiihrt, in welchem man das wasserige Destillat 
gefangen hat. Nach dem Ausschiitteln wird die atherische Lésung 
gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, und der Ather sodann aus « 
zuvor gewogenen Kélbchen verdunstet. Das restterende Borneol wit 
Exsikkator getrocknet, gewogen und in Benzol oder Alkohol polar 
Der Schmelzpunkt wird ebenfalls bestimmt. 


Fraktion I. Nach 30 Stunden Spaltung 29.6 )}0,850g¢. Schmelz 
202 bis 203°. [a], 4.6° (a 0,42°, | 2, ¢c 4,608). 

Fraktion 11. Nach 70 Stunden (Spaltung 64,1 0,627 ¢. Schmelz} 

203 bis 204°. [a]p 2,4° (a 0,31°, 3 2, ¢ 4,362). 

Fraktion III. Nach 100 Stunden (Spaltung 76,9°,,) 0,363 ¢. Sehn 
punkt 202°. [a]p 14,4° (a 1,33°, | 3, $,614). 

Nach der Anfangs-Phosphat-bestimmung konnen aus den in 450 ¢ 
vorhandenen 4,85 g Séure bei einer Spaltung von 77 19g Bor 
frei werden. Isoliert wurden 1,84 ¢ 94,4 


Ansatz IV. 


Bei diesem Versuch wurde die d, l-Saure, die ja noch eine schwa 


Rechtsdrehung von [alp 2? 66° besa. mit |l-Saure von der Drel 
[a]p 22.36 derart versetzt, daB die Drehung der Mischung abs 


0° war. 


Stammlésungen: A 4g Séure als Kaliumsalz in 200 cem H,O 
B 3g Takaphosphatase «ae ao 4,0 
I. Lésung A . 180 cem Il. Lésung A . 20cem 
™ ipa = Wasser ... 20 


Gehalt der Lésung I an Gesamt-phosphat: 3,355 mg P.O; in 1 
Weil das verwendete Taka-enzym keine irgendwie ins Gewicht falle 
Menge von organischen Phosphaten enthielt, so wurde eine wiasser 
Lésung des Ferments allein in den folgenden Versuchen nicht mehr angeset 


Aus Tabelle IV ist die Phosphat-abspaltung zu ersehen. 


Tabelle IV. Gesamtphosphatgehalt: 3,355 mg P,O,; in 1 cem. 





Aus I ccm Lésung abgespaltene Hydrolysen in 
Zeit Menge P,O; in mg : ' 
I II I I 
Anfangs .... 0,454* 0.085 
Nach 1 Tag .. 0.910 15,7 
» 2 Tagen Sa 1,056 20.8 
3 a “or 1,258 0,085 27,7 
4 ra or ty 2,200 - 60,2 
5 9 ‘ is 2,491 67.1 - 
6 7 ser itn 2.934 0,085 85.5 


* In dem Werten dieser Kolumne ist das Phosphat aus dem Ferment mit enthalten 





‘ 


Asymmetrische Wirkungsweise der 


Die lsoherung des ausgeschiedenen Borneols geschah 

hen Weise wie bei Versuch III. 

Fraktion I. Nach 2 Tagen (Spaltung 20,8°,) 0,277 g. 
203 bis 204°. [a]p 9,02° (a 0,74°, | 2, « 

Fraktion I]. Nach 4 Tagen (Spaltung 60,2 ) 0.832 g 
203 bis 204°. [a]p 5,87° (a 0,48°, | m « 

Fraktior Ill. Nach 6 Tagen Spaltung 85,5 ) 0.648 ge. 
203°. [a]p 6,00" (a 0,53°, | 2» 4 4,416 

Die Gesamtmenge des ausgeschiedenen Borneols betru 


Phosphatase usw a 





—_ 


In genau del! 
™ hmelzpunkt 
4,104). 

Schme lzpunkt 


£OS6 


Schmelzpunkt 


1,757 


3.98 g Borneol-phosphorséure, die nach der Anfangs-phosphat-bestim 


in 360cem vorhanden sind. kénnen bei einer Spaltung von 85 
32 Borneol liefern 
Gefunden wurden also 78,8 von der méglichen Meng 
Ansatz | 
Zu diesem Versuch stellten wir eine géanzlich imaktive Borneol 
sphorséure dadurch her, daB wir die freien d- und 1|-Borneole von 
nau bekannten Drehungen zu einem vollkommen inaktiven Borneo! 


mischten und 
Die 


Drehung auf. 


r verwandelten. gewonnene 


yeringste 


Borneol-phosphorsiéure 


dieses dann in gewohnter Weise in den Phosphorséure- 


wies nicht 


Stammlésungen: A 4g Saure als Kaliumsalz in 200 cem H,0O, 
B42 Takaphosphatase 200 H,O. 
I. Lésung A. 180 cem Il. Lésung A 20 cem 
oii rare ee Wasser 20 
— 
Pu oe. 


10.0 cem von 


Gesamt-Phosphat-bestimiaung : 


Molybdan- und Magnesia-fallung, 3,674 mg P,O, in 1 ccm. 


zeigt die zunehmende Phosphatabspaltung. 


Tabelle V 


Tabelle | Gesamtphosphatgehalt: 3,674 mg P.O, 


Lésung 


I verascht, 


in l ecm. 





Aus lccm Loésung abgespaltene 


Hydrol ysen in 


Zeit Menge P.O, in mg 
I Il I Il 
\nfangs p . 0.517* 0.053 - 
Nach 8 Stunden 1.760 -— 39.4 
1 Tag 2.296 56.4 
3 Tagen 3.03 0,053 79.7 


* Der Wert enthalt das Phosphat aus dem Fermentmaterial 


Isolierung des Borneols wie vorher. 


Fraktion I. Nach 8 Stunden (Spaltung 39,4°,) 0,856 g. 
203°. [a]p 8,43° (a 0,69°, 1 = 2, c = 4,09). 


Schmelzpunkt 
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Fraktion II. Nach 3 Tagen (Spaltung 79,7 ) O,893 2. Se hmelzp 


204°. [a]p 7,07° (a 0,58°, 1 = 2, ¢ = 4,10). 

Nach der Anfangs-Phosphat-bestimmung sind vorhanden 3,748 ¢g 8: 
in 360 cem. Daraus kénnen bei einer Spaltung von 79,7 1,961 g Bor 
frei werden; isoliert wurden 1,749 g 89,2 

Ansatz VI. 


Nimmt man das Borneol nicht aus der Reaktionsfliissigkeit he 
sondern laBt die Spaltung bis zum Ende fortschreiten, so erhalt man, 
zu erwarten war, ein Borneol, dessen Drehung nicht verschieden ist 
der des angewendeten Borneols. Wir untersuchten diesen Fall an « 
d, |-Borneol-phosphorséure, die aus einem Borneol von der  Drel 
[a]p + 4,76° hergestellt war und die spezifische Drehung 2.1 


besab. 


Stammlésungen: A 4g Saure als Kaliumsalz in 200 cem H,O 


B 2¢g Takaphosphatase — i H,O 
I. Lésung A. . . 150 cem Il. Lésung A. . 50cem 
es ad ED ce Wasser. ... 50 


Nach 5 Tagen war die Spaltung mit der groBen Fermentmenge 
nahernd quantitativ. 


Es wurden 1,802 g Borneol isoliert, die Drehung war [a]p $.tit 
(a 0,58°, | 2, ¢ 6,224), also identisch mit der Drehung 


Ausgangsborne: Is. 
Ansatz VII 


Ein gleicher Versuch mit vollkommen inaktivem bornyl-phosj 
sauren Kalium lieferte nach viertigiger phosphatatischer Spaltung 
ganz inaktives Borneol. In diesem Verhalten liegt zudem noch ein Bev 
dafiir, daB die als Ausgangsmaterial benutzten entgegengesetzt dreher 
Borneole wahre optische Antipoden gewesen sind. 
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Beitrige zur Messung des kolloid-osmotischen Druckes 
era . : . oe : . 
- in biologischen Fliissigkeiten. 
st : 
‘ Von 
ehu August Krogh und Fusakichi Nakazawa. 
\us dem Zoophysiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen.) 
O, (Eingegangen am 1. Juli 1927.) 
O 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
| Seitdem Starling (1) schon im Jahre 1896 gezeigt hatte, daB die 
Kolloide (d.h. die Proteinstoffe) des Blutes einen gut meBbaren 
4 6 osmotischen Druck ausiiben, der fiir die Funktionen des Blutes im 
r Organismus von ausschlaggebender Bedeutung ist, ist eine nahere 


Erforschung dieses wichtigen Gebietes sehr lange unterblieben. Zwar 
sind von theoretischer Seite aus eine Reihe von Untersuchungen an- 
gestellt worden, um den osmotischen Druck von einzelnen wohldefinierten 
~*~ Kolloiden zu bestimmen und die komplizierte Abhangigkeit von Faktoren 
me wie H-lonenkonzentration, Kristalloiden usw. zu ermitteln [Sdérensen (2) 
Loeb (3), Adair (4) und Bjerrum (5)]; allein das Studium des aktuellen 
kolloid -osmotischen Druckes von physiologischen und pathologischen 
Fliissigkeiten des Organismus ist erst in den allerletzten Jahren einem 
erhéhten Interesse seitens der Physiologen und Kliniker begegnet 

Seit 1922 ist nun eine Anzahl von Arbeiten erschienen, die sich mit 
lem kolloid-osmotischen Druck von Blut und Harn sowie normalen und 
pathologischen Gewebsfliissigkeiten befassen, sowohl vom physiologischen 
als auch vom klinischen Standpunkt aus [Krogh (6), Hagedorn, Rehberg und 
Rasmussen (1)', Govaertz (7), Sen (8), Schade und Clausen (9), Rusznyak (10), 
Dieter (11), Mayrs (12), Iversen und Nakazawa (13)}. 

Die von diesen Autoren angewandten Methoden sind voneinander 
ziemlich verschieden und benétigen zum Teil recht groBe Fliissigkeits- 


! Die fiir die klinische Verwertung kolloid-osmotischer Bestimmungen 
grundiegenden Untersuchungen itiber Nephrose von Hagedorn, Rehberg 
nd Rasmussen wurden wahrend meines Aufenthalts in Amerika aus- 
gefiihrt, die Ergebnisse leider nur in Form einer FuBnote in meinem 
Kapillarbuch publiziert. Gleich nach meiner Riickkehr wurde die Arbeits- 
kraft aller Beteiligten durch Insulinherstellung derart in Anspruch ge 
ommen, daB eine Fortsetzung unterbleiben muBte. Krogh. 


Biochemische Zeitschrift Band 188. 16 
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mengen Es scheint uns daher angebracht, unsere einfachen 
modglichst exakten Mikromethoden genauer zu_ beschreiben,  s« 
unsere Untersuchungen iiber die methodisch wichtigen Einfliiss« 
Temperatur, pa und Konzentration der untersuchten Kolloid 


veréffentlichen 


Krogh (6) hat bereits eine kurze Beschreibung der bisher ir 
physiologischen Laboratorium angewandten Methode gegeben 1) 
ist spater vereinfacht und verbessert worden; da ihr jedoch 
sonders fiir klinische Zwecke, einige Ubelstinde anhafteten, h 
wir eine zweite Methode ausgearbeitet. Die urspriingliche (e 
Methode arbeitet mit selbsthergestellten, schlauchférmigen M: 
branen, wahrend man bei der neuen (zweiten) Methode im Ha: 
kaufliche flache Membranen benutzt. Fiir einige Zwecke ist 
dennoch das erste Verfahren vorzuziehen, wir wollen daher auch zu 


dieses ausftihrlich beschreiben 


Die erste Methode. 


Diese Methode griindet sich auf Sérensens (2) Messungen 
osmotischen Druckes reiner Eiweibkérper, aber die Dimension 
unserer Osmometer sind viel kleiner als die bisher benutzten, um d 
Messung des kolloid-osmotischen Druckes kleiner Mengen von B 
und von verschiedenen Gewebsfliissigkeiten vorzunehmen 1) 
schwierigste Punkt ist die Darstellung der semipermeablen Kollodim 
rohre, mit deren Beschreibung wir zunachst beginnen 

Das Prinzip der Darstellung beruht darauf, daB die Kollodiunu 


iiber einer kapillaren Glasréhre, deren auBerer Diameter ein wenig sch 
in folger 


als derjenige der kapillaren Glasréhre des Osmometers ist, 


Weise geformt wird. Man taucht die Glasréhre in eine Lésung von Kollod 


in Atheralkohol, lat die anhaftende Schicht einige Zeit an der Luft trock: 
und entfernt dann den noch im Kollodium gelésten Alkohol, inden 
die Réhre ins Wasser taucht, worauf sich die Kollodiumréhre vor 
abziehen 1JaBt. 

Krogh hat friiher 8°,ige Kollodiumlésungen in drei verschieden 
Alkohol-Athergemischen angegeben, um dadurch eine Reihe von Al 
stufungen in der Permeabilitat der Membranen zu erzielen. Es bestan 
die Absicht, die Kolloide in verschiedene Fraktionen zu zerlegen wm 
die durch kleinere und gréBere Kolloidteilchen ausgeiibten Druc! 
wirkungen gesondert zu bestimmen. Nach sehr vielen Versuchen | 
es sich herausgestellt, daB diese Aufgabe vorerst nicht zu lésen 
Es laBt sich zwar zeigen, daB die Kolloidteilchen verschiedene Grol 
und osmotische Wirksamkeit besitzen, aber Membranen, die konsta: 
fiir bestimmte Kolloidfraktionen gerade durchlassig sind, konnte! 


bisher nicht hergestellt werden. 





\} 
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Wir verwenden daher jetzt nur noch Membranen, die fiir die 
tersuchten Kolloide eben undurchlassig sind, und solche lassen sich 
; unserer Mischung B mit gleichen Volumenteilen Ather und Alkohol 
equem herstellen'. Die Durchlassigkeit ist fernerhin innerhalb ziemlich 
ter Grenzen abhangig von der Dauer des Lufttrocknens vor dem 
EKintauchen ins Wasser; je mehr Alkohol das Kollodium im Augenblick 
es Eintauchens enthalt, um so durchlassiger wird es Die fiir ge 
Shnlich ausreichende Trockenzeit bei 20° betragt 4 Minuten, fii 
besonders kleine Partikelchen, wie sie mitunter im Harn vorkommen 
st eine langere Trocknungsdauer (6 bis 8 Minuten) erforderlich. lm 
folgenden werden die Réhrehen durch den Buchstaben B (oder ( 
nd die Trockendauer bezeichnet 
Wir beschreiben nun genauer die Darstellung der B 4-Roéhren 
Beispiel 


Die kapillare (jlasrohre, uber det die Kollodiumrdéhre angetertigt 


erden soll, hat einen auBeren Durchmesser von 4mm mit etwa '. mm 


chter Weite. Das Ende wird sorgfaltig rund abgeschliffen, so dali die 
Lichtung bis auf die Spitze dieselbe Weits behalt. Die Roéhre wird mit 


Quecksilber genau bis in die Spitze gefiillt, damit ein Hineindringen des 
Kollodiums in die kapillare Réhre verhindert wird und spater durch den 
Druck des Quecksilbers die anhaftende Kollodiumroéhre leicht abgezogen 
rden kann. Um die Kollodiumréhre anzufertigen, tauchen wir zuerst 
abgerundete Spitze der Glasréhre zweimal mit einem Zeitintervall von 
| Minute in die Kollodiumlésung und lassen sie einige Minuten in der Luft 
jingen, so daB sich eine ganz feste und undurchlassige Kappe bildet. Dann 
wulten wir die Réhre senkrecht, tauchen sie in die Lésung 30 bis 35 mn 
f ein, ziehen sie sofort ganz langsam und vorsichtig heraus, halten sie 


unn horizontal und drehen sie eine halbe Minute lang in der Luft um, um 
is Kollodium médglichst gleichmaBig zu verteilen. Nach einer halben 


Minute tauchen wir sie nochmals in die Lésung ein und verfahren in gleicher 
Weise wie das erste Mal. Nach dem zweiten Eintauchen trocknen wir unter 
stindiger Umdrehung 31, Minute bei 20°. Genau nach dieser Zeit tauchen 


r die Glasréhre ins Wasser ein, um das Kollodium durch Entfernung des 
\lkohols zur Gerinnung zu bringen, lassen sie etwa 5 Minuten lang im 
Wasser stehen, schneiden dann das obere Ende der gebildeten Kollodiun 


hre, die an der Glasréhre festklebt. bis auf die gewiinschte Lange ab und 


ehen sie von der Glasréhre mit Hilfe des Druckes des Quecksilbers ab 


Priifung der Kollodiumréhre Es mu festgestellt werden, ob 
die Réhren absolut undurchlassig fiir die zu untersuchenden Kolloide 


sind oder nicht 

Zu diesem Zwecke haben wir jedesmal den osmotischen Druck 
ler betreffenden Kolloide (Serum, Harn) mit der frisch hergestellten 
Kollodiumréhre gemessen: nach der Messung wurde in der Auben 


Die Mischung C, die fiir Versuche in dieser Abhandlung auch benutz 


vorden ist, enthalt 20 Volumina Alkohol auf 80 Teile Ather. 


; 


16* 
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fliissigkeit mit Spieglers' Reagens ermittelt, ob EiweiB durch die Ro} 
hindurchgegangen war oder nicht. Ferner wurden die Réhren g« p 
durch die Messung ihrer Permeabilitat fiir Wasser, da sich, je ki 
die Permeabilitaét ist, das Gleichgewicht desto langsamer einst: 
Die beste Kollodiumréhre ist absolut undurchlassig fiir die betreffend: 
Kolloide und médglichst durchlassig fiir Wasser, wodurch err 
wird, daB sich der richtige Druck schneller einstellt. 

Die Wasserpermeabilitat wird nach Zsigmondy (14) durch 
jenige Zeit bestimmt, die 100 cem Wasser brauchen, um durch 100 qe 
Filterflache bei 1 Atm. Druckdifferenz zu filtrieren?. 

Die Bestimmung erfolgt derart, dai man die Réhre 
Wasser an einer 200 bis 400mm langen Glasréhre von ge 
bestimmter lichter Weite (am bequemsten 1,5 bis 2 mm 
festigt. Das Ganze wird senkrecht aufgestellt mit der K 
diumréhre unter Wasser, und man liest nun ab, wieviel Wa 
innerhalb bestimmter Zeit aus der Roéhre filtriert. 

Unsere Kollodiumréhrchen haben mit einer zy 
| drischen Lange von 32mm eine filtrierende Flache v 
| 4qem. Bei 300 mm Wasserdruck filtriert durch eine gut 
|| B 4-Membran etwa 1 cmm pro Minute, was einer Minuten 
| 





zahl von 120 entspricht. Réhrchen mit Minutenzahlen 

von 200 sind fiir Serum noch gut brauchbar, fiir Han 

kann sich die Notwendigkeit ergeben, noch viel dichter 
i 


| ~—) — =) Membranen zu benutzen. 

















11 Die gepriiften Réhrehen diirfen nie trocken werden 
} man hebt sie am besten in 0,25°/,iger Trypaflavin 
| tingerlésung auf, wobei sie durch Adsorption des Trypa- 
(} 6 flavins einen gelben Farbenton annehmen. Ein gutes 
? X6hrehen kann fiir viele Bestimmungen monatelang ve1 
rr? wendet werden. 
fe 

Die Ausfiihrung der osmometrischen Bestimmung. 

J (1) (Abb. 1) ist eine kapillare Glasréhre von etw 
Abb. 1. 15cm Lange und etwa !., mm lichter Weite. Sie ist unt« 
——- ein wenig ausgezogen und mittels eines kurzen Gumm 
_etwa schlauchs mit der Kollodiumréhre (2) verbunden. Dies 
> hema Kollodiumréhre und die Glasréhre werden mit dem z 


1 Spieglers Reagens: 4g Sublimat, 2g Weinséure, 10g Glyceri 
100 g Aqua dest. 

2 Krogh hat bisher seine Osmometermembranen durch diejenig 
Wassermenge charakterisiert, die in 1 Minute bei 1 Atm. Druck dur 
100 qem flieBt. Im Interesse der Einheitlichkeit sollen jetzt ausschlieBli: 
Zsigmondysche Bezeichnungen benutzt werden. 








Li 


re 
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tersuchenden Material (Blut, Harn usw.) gefiillt bis nahe dem 
wren Ende von (1). (3) ist ein Stiick engen Gummischlauchs, der 
rch die Klemme (4) geschlossen ist. Die AuBenfliissigkeit ge- 
jihnlich Ringerlésung fiir Blutserum, Ultrafiltrat fiir Harn und fiir 
ndere Kolloide wird in eine Glasréhre von 4.5mm lichter Weite 
ud etwa 30 mm Lange (5) gebracht, in die aber keine Luftblasen und 
eine Spur von der zu untersuchenden Fliissigkeit geraten diirfen 
Das Ganze wird in einem kleinen Reagenzglischen (6) befestigt, das 
etwas Quecksilber (7) enthalt, wm die Réhre (5) zu heben und sie in 


einer bestimmten Lage zur Kollodiumréhre (2) zu halten. 


Es ist von groBer Wichtigkeit, daB die Réhre (5) wahrend des 
ganzen Versuchs vollkommen gefiillt bleibt. Bildet sich hier, infolge 
Verdunstung, im engen Raume ein hohler Meniskus aus, so werden 
die Druckresultate ganz gefalscht. Um jeder Verdunstung vorzubeugen 
wird daher etwas Wasser auf das Quecksilber gegossen, und gewéhnlich 
setzen wir noch ein Filtrierpapierstreifchen an die Innenwand von (6) ein. 

Die Réhre (5) wird deshalb sehr eng gewahlt, weil bei méglichst 
kleiner AuBenfliissigkeitsmenge der Ausgleich der diffusiblen Stoffe 
im schnellsten erfolgt. Wir benétigen fiir eine Bestimmung 0.3 bis 
04cem Innen- und etwa 0,l cem AuBenfliissigkeit. Dabei hat die 
Kollodiumréhre eine effektive Oberfliche von 3 bis 4 qem! 

Die gefiillten Osmometer werden in ein Wasserbad eingehangt, 
n der Regel bei Zimmertemperatur. 

Wenn die Klemme (4) geschlossen bleibt, findet ein Austausch 
von Wasser und dialysablen Substanzen durch die Kollodiumréhre 
hindurch statt. Der Meniskus steigt in (1), die Luft dariiber wird 
komprimiert, bis zwischen dem osmotischen Druck und dem Filtrations- 
druck Gleichgewicht hergestellt ist. Das Gleichgewicht wird mit 
Serum gewoéhnlich in 4 bis 6 Stunden erreicht, aber je kleiner die 
Permeabilitat der Membranen ist, desto langsamer stellt sich natiirlich 
das Gleichgewicht ein. 

Zur Druckmessung benutzt man ein horizontales, in der Héhe 
verstellbares Ablesemikroskop mit einer Klemme zur Befestigung des 
Osmometers und stellt auf den Meniskus ein. An der Seite des Wasser- 


! Oft wird fiir osmometrische Bestimmungen an Blut usw. eine derart 
groBe Menge AuBSenfliissigkeit benutzt, daB diese praktisch unverdndert 
bleibt. Das Gleichgewicht mu sich auf Kosten des Blutes einstellen, das 
alle diffusiblen Stoffe abgeben muB. Wir halten ein solches Verfahren fiir 
sehr bedenklich. Unserer Meinung nach soll man die Zusammensetzung 
des Blutes mdéglichst wenig beeinflussen; iiberdies diffundieren walhu 
scheinlich einige Blutkristalloide so langsam, daB ein Gleichgewicht vor 


getauscht werden kann, das nicht wirklich erreicht ist. 
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Messung des k il-osn 
Gewohnlich nimmt man nach 16 bis 24 Stunden eine zweite Ab 
TY ersten innerhalb 10 mm 
so liest man nach weiteren 4 bis 6 Stunden 


ing vor, die dann mit d« iibereinstimme! 

Ist das nicht der Fall 
hmals ab Wenn die Druckwerte dabei standig abfallen 
Ubereinstimmung 


ist wah 


Infektion eingetreten Bei geniigender 


einlich 
Ablesungen. Die Ein 


mmt man das Mittel der tibereinstimmenden 
Genauigkeit von 


Resultate 


lung kann, wenn es wiinschenswert ist, mit eine 


bis 2mm erfolgen; fiir gewéhnlich lassen sich jedoch di 


ht mit so groBer Genauigkeit reproduzieren, zum gréBten Teil 
y ohl infolge Unsicherheiten in den Kapillarwirkungen 
den freien Oberflachen der Innen- und AuBen- \ 
fliissigkeiten Die absolute erreichbare Genauigkeit i = 
Bt sich mit ungefahr 10 mm Wasserdruck bemessen 
Nach der osmometrischen Bestimmung wird der { 
\pparat auseinandergenommen. Die Kollodiumréhre q 
”) und Glasréhre (5) werden sorgfaltig mit flieBendem ( 
—_— Wasser ausgespiilt und in Trypaflavin - Ringerlésung 
iufgehoben Die Roéhre (1) wird nach der Spiilung 
«h mit Bichromatschwefelsaure gereinigt. Man hebt 
sie am besten in diesem Gemisch auf und spiilt sie 
inmittelbar vor dem Wiedergebrauch mit sterilem | - 
Wasser ab Es ist sehr wichtig, daB die Apparatur (e 
\ 


steril ist nud daB auBerdem die Réhre (1) tiberall von wes 


Fhiissigkeit vollkommen benetzt wird 


Die zweite Methode, 


fiir klinische Zwecke, bei denen die 


Besonde ‘Ss 
Kollodiumréhrehen Schwierigkeiten 


Herstellung der 
haben wir einen Apparat aus Hart- 
konstruiert 


bereiten wiirde 
gummi und Glas. wie es die Abb. 2 zeigt 
der mit kauflichen, flachen Membranen 
wird mit der groBen Offnung 


arbeitet 





Der Hartgummiklotz (3 


nach oben aufgestellt Auf dem Gummiring (7) wird 


lie Membran (von 19mm Durchmesser) angebracht 





\uf diesen kommt eine mit Trypaflavin-Ringerlésung 


oder Ultrafiltrat) durchtrankte Filtrierpapierscheib« Abb. 2 
ind auf diese wieder eine durchlécherte Silber- Osmometer I! 
2 nat. Grobe 


platte (4). Der Trichter (6) wird schlieBlich auf 
und das Ganze mittels der Schraube (5) zusammengeschraubt 


veset zt 
zu untersuchende Fliissigkeit 


Nach Umkehrung wird dic 
Menge (etwa 0,5 ccm) eingefiillt 


in passendet 
Die Glasréhre (1) wird vorsichtig 


die Kapillare aufsteigt, indem maz 


ngefiihrt. bis die Fliissigkeit in 
SchlieBlich wird 


Luftblasen zuriickbleiben 


irauf achtet. daB keine 
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durch Anziehen der Schraubenmutter (2) die Réhre (1) durch 
Gummidichtung (8) festgeklemmt und gleichzeitig die Fliissigk« 
der Kapillare hochgetrieben 

Als Membranen verwenden wir die von Dr. E. Kratz, Géttin, 
zu beziehenden Ultrafilter, und zwar besonders solche mit Minut 
zahlen von 70 bis 200, die fiir Proteinstoffe undurchlassig sind. \\ 
haben unsere Membranen und Papierscheiben vermittelst Korkbo} 
aus gréBeren Filtern selbst ausgebohrt. Es ist natiirlich bequ 
dieselben gebrauchsfertig zu beziehen. 

Das Verfahren gestaltet sich iibrigens wie mit Osmometer 1. |i 
Apparate werden in ein Wasserbad eingehingt. Fiir langdauern 
Versuche ist es wegen der winzigen Menge AuBenfliissigkeit prinzipi: 
richtig, das Bad mit 1°iger Salzlésung zu beschicken, damit | 
Wasser aus dem Bade in die AuBenfliissigkeit iibergeht. 

Die kleine Menge AuBenfliissigkeit bringt es auch mit sich, ¢ 
man bei der Einstellung des Druckes so verfahren muB, daB man zu 
einen zu hohen Druck einstellt und dann den kleinsten Druck ermitt: 
bei dem gerade noch Filtration stattfindet. Wenn der Druck zu niedrig 
eingestellt wird, so bekommt man nicht, wie beim ersten Osmometer 
einen regelmaBigen Anstieg der Fliissigkeit in der Réhre (1), sonden 
entweder Stillstand oder unregelmaBige, plétzliche Bewegungen 

Bei der Berechnung des osmotischen Druckes aus der Ablesung 
am Druckapparat haben wir dieselben Korrekturen zu beriicksichtige: 
wie beim ersten Verfahren und iiberdies noch den Gegendruck. de1 
davon herriihrt, daB der Apparat wahrend der Bestimmung mehr od 
weniger tief ins Wasser taucht. 

Im einzelnen verfahrt man so, daB man die Gesamtlange des 
gefiillten Apparats in Millimetern miBt. Von dieser Lange subtrahiert 
man die Lange des Trichters (6) (21 mm) und die Kapillarwirkung 
der untersuchten Fliissigkeit in der Réhre (1) und bekommt eine Za! 
die zu den abgelesenen hinzuaddiert werden muB. Bei der Ablesung 
notiert man ferner die fliissigkeitsfreie Lange der Réhre (1) und di 
Eintauchtiefe vom Wasserspiegel bis an das untere Ende des Trichters (ti 
Diese beiden GréBen miissen vom gefundenen Resultat abgezoge: 
werden. 

Bei der Reinigung verfahrt man wie beim ersten Apparat. Nw 
miissen die Hartgummiteile nach der Reinigung mit Wasser noch mit 
Alkohol gespiilt werden; sie werden dann zweckmaBig im Trocken 
schrank bei etwa 60° getrocknet. 

In Tabelle I haben wir eine Reihe von Bestimmungen des osmot 
schen Druckes von einem Standard-Pferdeserum mit beiden Verfahren 
und mit Membranen von verschiedener Wasserpermeabilitat wieder 
gegeben. Das steril entnommene Serum wurde uns vom Statens Serw 
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tut (Direktor Dr. Th. Madsen) in Ampullen und Flaschen zw 
Verfiigung gestellt und hat sich zu Kontrollzwecken und zur Lésung 
Reihe unserer Aufgaben ausgezeichnet bewahrt. Wir sprechen 
h hier dem Institut und besonders dem Abteilungsvorsteher, Herrn 

Dr. BE. Walbum, unseren aufrichtigen Dank aus. 


T abe lle I. 


Vessungen des kolloid-osmotischen Druckes von Standard-Pferdeserun 





Erstes Verfahren Zweites Verfahren 
Minutenzah! Druck Minutenzah! Dr 
jer Kollodiumréhre B 4 . der Membranen — 
260 266 170 271 
962 260 
On 
= ) 
910 9 - 
210) 2/1 268 
264 
~ > uv 97 
170 259 “ 
a 254 
’ , 
Zhi 263 
130 296) YAS 
yi wi 
— Durchschn. 263 
D irchosenn. 264.5 > O47 
35 247 
262 
245 
237 
Durchsechn 247 
22 252 
2 yt) 
244 
237 
Durehschn. 241 
a) 220) 
231 
237 
* | 
Durehsechn. 227 


Die Tabelle zeigt, daB die beiden Verfahren denselben Wert ergeben 
fiir den Druck der Kolloide, wenn nur die Membranen geniigend dicht 
sind Das erste Verfahren besitzt eine etwas gréBere Genauigkeit 
Der mittlere Fehler (Dispersion) der einzelnen Bestimmungen ist fii 
Methode 1 + 4.1 mm Druck, fiir Methode 2 + 7,5 mm Wasserdruck 

Im folgenden geben wir das Resultat einiger Untersuchungen 
von wesentlich methodischem Charakter, die mit den zwei beschriebenen 
Osmometern angestellt sind. Unser Hauptzweck war, die experimentellen 
Bedingungen festzustellen, die man innehalten muB, um in det 


Physiologie und Klinik brauchbare Resultate zu erhalten. 
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EinfluB der Temperatur auf den kolloid-osmotischen Druck. 


Bisher wurde im hiesigen Laboratorium streng daran festgeh 
daB Bestimmungen des_ kolloid-osmotischen Druckes bei Ké 
temperatur zu geschehen hatten, weil zu befiirchten war, daB sic} 
Aggregatzustand der EiweiBkérper mit der Temperatur andern ké: 
Von anderen Forschern sind aber die Bestimmungen vielfach bei Zim 
temperatur ausgefiihrt worden, was natiirlich viel bequemer ist 
auch die Infektionsgefahr wesentlich herabsetzt. Die Resultate schir 
nicht wesentlich durch die niedrige Temperatur beeinfluBt zu wer 
Wir haben jetzt eine Reihe vergleichender Versuche an Pferdes: 
und Menschenserum bei 37°, 16 bis 17°, 0 bis 3° angestellt, die ausz 
weise in Tabelle I] wiedergegeben sind. Die Druckwerte scheinen } 
der Temperatur ein wenig anzusteigen Der Unterschied ist 
bedeutungslos 

Tabelle II. 


A. Menschenserum, nach dem ersten Verfahren bestimmt 





Kolloideosmotischer Kolloid-osmotischer 

Druck in mm H,O im Druck in mm H,O im 

M Se : 2 -- z. , 
Merkmal des Serums Wasserbad (16') Wasserbad (37 

Probe 1 Probe 2 

Anamisches Serum 277 281 

Riweib 6.54 276 279 

Normales Serum 379 3S 1 

Kiweih 8,20 390) 39] 

Durchschn.: 330.5 Durehsehn.: 333 


B. Plerdeserum, nach dem zweiten Verfahren bestimmt 





Kolloid-osmotischer Kolloid-osmotischer 
Minutenzahl Druck in mm H,O im Druck in mm H,O im 
der Membran Wasserbad (17°) Eiswasserbad (0 bis 3°) 
Probe | Probe 2 

70 263 241 

70 257 239 

70 6H 237 

70 261 241) 

70 248 240) 
Durehsehn.: 257 Durchs 239 

170 262 264 
170 263 261 
170 274 265 
170 269 272 
170 258 959 


Durehsehn.: 265 Durchsechr 
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EinfluB der Reaktion und Salzkonzentration. 


Reaktionsanderungen haben wir in einer Versuchsreihe dadurch 
orgerufen, da} wir unser Standard-Pferdeserum mit abgemessenen 


} Vengen von HCl oder NaOH versetzten sowie in den Versuchen nach 
" erem ersten Verfahren den kolloid-osmotischen Druck  solcher 
- Mischungen mit dem entsprechenden Druck nach einfachem Wasser 

itz verglichen In der AuBenfliissigkeit wurde dann das pq nach 

reed Mikromethode von Lindhard (15) kolorimetrisch bestimmt Die 

labelle ILI zeigt an, daB von py 7 bis 8 die Wasserstoffionenkonzentration 

f den gemessenen Druck tiberhaupt keinen EinfluB ausiibt Bei 

. ier Reaktion sinkt der Druck allmahlich 


Tabelle Ill. 





terdeserum ‘ _ . Kolloidsosmotischer 
pie Zugesetzte Flussigkeit Pu Seeceilt tes etn Maman 
2 0.2 com n HC! < 4.5 119 
122 
2 02, n/2 HCI < 4.5 122 
127 
2 02, wd HCl 6,3 177 
179 
2 02 , n10 HCl 7,0 1% 
Hy 
2 0.2 . Wasser 74 193 
Uae 
2 O02 . n/d0 NaOH 7.6 148 
14S 
2 02 , n20 NaOH 7,9 1SY 
yin) 
2 02 , n/l0 NaOH > 8,0 YS 
149 


SerumeiweiBgehalt verdiinnt zu 5,9 


Da die Méglichkeit nicht ganz von der Hand zu weisen war, daB 
lie Kohlensaure einen spezifischen EinfluB auf den Aggregatzustand 
ler Kolloide ausiiben kénnte, haben wir weiter mit Hife unseres zweiten 
Verfahrens diese Frage so zu lésen gesucht, daB wir durch den Raum (4) 
m Osmometer wahrend der Bestimmung einen Gasstrom mit be 
stimmtem CQO,-Gehalt geleitet haben. Die Kohlensaiure diffundiert 
lann in die Fliissigkeiten hinein, und ein Gleichgewicht stellt sich 
edenfalls nach einigen Stunden sehr vollkommen ein. Dasselbe Osmo- 


meter wurde abwechselnd teils mit reiner atmospharischer Luft, teils 
nit 5°. und teils mit 100°, CO, behandelt. Zwischen der Wirkung 


Oo 


on Luft und 5°, CO, konnte tiberhaupt kein Unterschied wahr- 
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genommen werden. Reine Kohlensiure ergab, der Saurewi 
entsprechend (px 6,6), eine geringe Erniedrigung des Druckes 

Aus diesen Versuchen geht demnach hervor, wie schon 
Mayrs (12) gefunden worden war, daB es nicht notwendig ist, bei 
stimmungen des kolloid-osmotischen Druckes von biologischen Flii 
keiten, die ja immer eine gewisse Pufferwirkung zeigen, bes« 
VorsichtsmaBregeln zur Konstanthaltung des pu zu beobachten 

Auch in bezug auf den EinfluB der Salzkonzentration ké 
wir die Resultate von Mayrs (12) bestatigen. Innerhalb des vor 
untersuchten Gebiets von etwa 0.3 bis 1.5 °,, Salz hat die Konzent 
wie aus der Tabelle IV ersichtlich, keinen me8baren EinfluB 


Tabelle IV. 





Kolloid: Kol 
Pferde- : Eiweifigehalt smotischer smot 
serum Verdunnungsmittel in Gemischen Druck Druck 
in mm H,O in mt 
ccm in mm Wasser fiir 1 “ 
l 2ecm H,O 2.23 2) Pd 
l 2 , 0.9% iges NaCl 2.23 49.5 oe 
l 2, 1,8%iges NaCl 2.23 49.7 22,2 


Einflu8 der Kolloidkonzentration. 


Nach den im vorhergehenden beschriebenen Resultaten dart 
genommen werden, daB wir in einem Konzentrationsbereich arbeit: 
in welchem Donnaneffekte sich nicht bemerkbar machen kénnen 
es ware dann zu erwarten, daB der osmotische Druck der Kol! 
einfach proportional ihrer Konzentration variieren miiBte. Dies 
aber nicht der Fall. Wie schon Mayrs (12) und Verney (16) gefund 
haben, nimmt bei der Verdiinnung von Serum der Druck starkes 
als es der Konzentrationsanderung entspricht, und wir kénnen dies 
Resultate vollauf bestatigen und erweitern. Wir haben Bestimmunye: 
durchgefiihrt an Menschen-, Pferde- und Froschserum, verschieden 
eiweiBhaltigen Menschenharnen und schlieBlich auch an einer Los 
von Gummiarabikum. Die urspriinglichen Flissigkeiten wurden t 
mit physiologischer Kochsalzlésung (bzw. Ultrafiltrat) verdiinnt. teil 
durch Ultrafiltration mittels der eiweiBdichten Ultrafilter nach FE. Krat 
eingedickt. Zur Bestimmung des EiweiBgehalts in allen verdiinnt: 
oder konzentrierten Fliissigkeiten bedienten wir uns des Eintauc! 
refraktometers nach Pulfrich. 

Die Bestimmungen an Menschen- und Pferdeserum sind nac! 
den beigegebenen Tabellen nach Reiss ausgefiihrt worden, und 


‘a . . ° 
Ubereinstimmung zwischen den berechneten und _ refraktometr 
bestimmten Verdiinnungen ist eine sehr gute 








> 
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: Herr Dr. Linderstrém-Lang hatte die Freundlichkeit, an Frosch- 


serum eine Proteinbestimmung auszufiihren, die 2,88°, ergab Im 
! (Itrafiltrat des betreffenden Serums haben wir einen Brechungs 
er Be ndex (nD) von 1,334506 gefunden und einen Zuwachs fiir jedes Prozent 


sig Protein von 0,002310. 
{n den eiweiBhaltigen Harnen haben wir jedesmal den Eiweib- 
ehalt mit Claudius’ Albuminimeter bestimmt und die Lichtbrechung 


Onin sowohl des Harns wie des Ultrafiltrats gemessen. Nach unserer Er- 
’ Pa 
: A 
: va 
7 > al 
a 1400 
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Abb. 3. 
Kolloid-osmotischer Druck pro °/, Eiweif nach Tabelle V 
LLLOSE Menschenserum. + unsere Bestimmungen, © Bestimmungen von Mayrs, @ Bestimmungen 
I gen, C ry ! 
von Verney. 6 Standard-Pterdeserum. 4 unsere Bestimmungen. c Froschserum -| unsere Be- 
int ~ 
stimmungen. d 1—3 Menschenbarne. ¢ Hihnereiweif. (- Bestimmungen an Gummildsungen 


is fahrung ist der Brechungszuwachs fiir 1°, HarneiweiB sehr variabel 
veus In einem Falle von Stauungsniere haben wir z. B. 0.004015 und in 
vein einem anderen von Glomerulonephritis 0.002908 gefunden. 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, haben wir weiter die Viskositat 


ler untersuchten Fliissigkeiten und Verdiinnungen (bzw. Konzentra- 
tionen) nach Hess bestimmt und jedesmal die Viskositaétszunahme fii 
1°. EiweiB berechnet. Die Zahlen haben uns keine Gesetzmabigkeiten 
_ ergeben. 

Unsere Resultate sind in der Tabelle Va bis f zusammengestellt 
und graphisch in Abb. 3 wiedergegeben. In Abb. 3 haben wir noch 


die Resultate von Mayrs (12) und Verney (16) an Menschenserum 
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Tabelle V. 

















Bestimmungen nach dem ersten Verfahren 
a) Menschenserum 
EiweiBgehalt in Kolloidsosmotischer Kolloid-osm 
nach der Verdiin- Druck Druck in m1 
nung berechnet in mm Wasser tir 1 F 
Fall 1 Unverdiinnt & 98 Rm 4 
Verdiinnt 4.14 150 ih) 
2 76 St) 24 
Fall 2. Unverdinnt 6.98 YD 42 
Verdiinn 3.49 114 2 
2 R=} Hh Is 
, Kolloid- 
Eiweibgehalt Kolloide aiaeg 
in Viskosi- 
smo-« tischer tate. 
tischer Druck Viskosi- —< —_— a 
Refrak- Druck in mm tat — ee 
r tur 1 
tometr. berechy in mm Wasser Eiweié 
be- net Wasser fur ! 
stimmt Eiweif 
b) Pferdeserun 
Unverdiinnt 6.68 260 1G 1.69 0090 1. Viskos 
filtrate d. S« 
' = - > 2 ist 1,00. Als 
Findickung 15,23 LOS0 1.0 OS 1,156 hocithtesuac! 
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eingezeichnet. Verneys Resultate stimmen mit den unsrigen ganz ¢ 
iiberein, wahrend die von Mayrs durchgehend etwas hdéher lies 
aber sonst einen entsprechenden Verlauf der Verdiinnungskurve 

zeigen. 

Verney (16) hat versucht, eine theoretische Ableitung sein 
Resultate zu geben, indem er von der Tatsache ausgeht, daB die Kolloi 
partikeln ein bedeutendes Volumen einnehmen miissen und deshal! 
eine einfache Proportionalitat zwischen Konzentration und Druc! 
nur nach Korrektion fiir dieses Volumen zu erwarten ist. Diese Ay 
nahme fiihrt zu einer Gleichung p(1/c — b) = k, in welcher p = kolloid 
osmotischer Druck der Lésung, c = Konzentration, k eine Konstant: 
und 6b eine andere Konstante bedeutet, welche das effektive Volume: 
von allen Kolloidteilchen in der urspriinglichen Lésung (Menschen 
serum mit 1,12 °%, Proteinstickstoff — 7,02 °%, Protein) angibt. Graphise! 
findet man die Relation zwischen 1/p als Ordinate und dem reziproke: 
Wert der Verdiinnung als Abszisse als eine gerade Linie, die die Absziss: 
in 6 schneidet. Verneys Bestimmungen kénnen ganz gut durch ein 
gerade Linie reprasentiert werden, die die Abszisse in einem Abstand 
von 50° schneidet. Nach ihm soll also das effektive Volumen von 
7,02°%, Protein im Serum ungefahr 50°, des Serums ausmachen. 

Unsere Resultate lassen sich, nach Verneys Formeln berechnet 
nicht durch gerade Linien wiedergeben, aber es scheint uns besonders 
bedenklich, daB schon bei einer Eindickung zum halben Volumen, ode: 
héchstens zu einem Drittel, das freie Wasser ganz verschwunden und der 
Druck auf unendlich gestiegen sein sollte. Jedenfalls gelingt es leicht 
durch den Druck von 3 bis 4 Atmospharen weit mehr Ultrafiltrat ab- 
zupressen. Wir ziehen es deshalb vor, tiberhaupt keine theoretisch: 
Erklarung zu versuchen und unsere Resultate als rein empirisch 
hinzustellen. 


Tabelle VI. 





Kontrolle Coftein 
Normales Pferdeserum . . . . .4ccm Normales Pflerdeserum. . . . . 4ccn 
0,.9°/,ige NaClLésung ....1ccem 0,5°/o9ige Coffeinlésuny . . . - 1 cer 


Kolloid-osmotischer Druck in mmH,0 _ Kolloid-osmotischer Druck in mm fH,‘ 


Versuch 1 198 201 
2 2 181 196 

- 3 203 214 

7 4 198 196 

. 5 185 185 

9 6 189 172 

” 7 183 179 

% 8 183 178 

9 185 189 


Durehschnitt: 189,4 + 3,3 Durchschnitt: 190 + 4,4 
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Bei der Beurteilung von pathologischem Serum mu man, wie 
es auch Mayrs tut, zuerst den Druck pro Prozent EiweiB berechnen 
und dann bestimmen, ob der Druck héher oder niedriger ist, als es 
einem Normalserum mit demselben EiweiSgehalt entspricht Dies 
geschieht am einfachsten graphisch mittels der Kurve 


Die vermutete Wirkung des Coffeins auf den ,,Quellungsdruck* von Serum. 

SchlieBlich haben wir noch nach einer etwaigen Wirkung des 
Coffeins auf den osmotischen Druck der Serumproteine gefahndet. 
Ellinger und Heymann (17) haben in Perfusionsversuchen an Frosch 
schenkeln gefunden, da8B Coffeinzusatz zu _ proteinhaltigen Durch- 
spilungsfliissigkeiten 6demverhindernd wirkt, und sie glauben, dab 
Coffein den ,,Quellungsdruck* der gelésten Proteine erhéht. Zwar 
laBt sich der Begriff von einem vom osmotischen verschiedenen 
Quellungsdruck* bei gelésten Stoffen nicht aufrecht halten, aber es 
ware immerhin doch méglich, daB Coffein eine Anderung des Aggregat- 
gustandes der Proteine herbeifiihren kénnte. Unsere Versuche, die mit 
der von Ellinger und Heymann als wirksam befundenen Konzentration 
von 0,05 %, Coffein angestellt worden sind, haben aber ein ganz negatives 
Resultat gegeben, wie aus Tabelle VI mit geniigender Sicherheit hervor- 
geht, obwohl die Einzelresultate keine gute Ubereinstimmung zeigen. 


Zusammenfassung. 


Es werden zwei Methoden zur Messung des kolloid-osmotischen 
Druckes von biologischen Fliissigkeiten beschrieben. Beide arbeiten 
mit Fliissigkeitsmengen von 0,3 bis 0,5 cem, und besonders die zweite 
ist wegen ihrer Einfachheit fiir klinische Zwecke geeignet. Die Genauig- 
keit betragt etwa 10 mm Wasserdruck. 

Die Bestimmungen kénnen ohne Fehler bei Zimmertemperatur 
ausgefiihrt werden. Die Salz- und Wasserstoffionenkonzentrationen 
haben innerhalb des Bereiches von 1, bis 1!4 und pq7 bis 8 keinen 
EinfluB auf die Resultate. Bei niedrigerem pq vermindert sich der 
Druck. Kohlensiure iibt keinen spezifischen EinfluB auf den kolloid- 
osmotischen Druck aus. 

Der kolloid-osmotische Druck der untersuchten Fliissigkeiten 
nimmt bei der Verdiinnung nicht proportional der Kolloidkonzentration 
ab, sondern stirker. Die Kurven zeigen das Verhiltnis zwischen Druck 
pro Prozent EiweiB und Konzentration an. Diese Kurven sind praktisch 
geradlinig und kénnen zur Beurteilung von pathologischen Seren 
benutzt werden. 

Coffein iibt keine Wirkung auf den kolloid-osmotischen Druck 
von Serum aus. 
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Das Aussalzen ist schon mannigfach Gegenstand verschiedenste1 
Untersuchungen gewesen 


Die ersten Versuche gehen wohl bis in die fiinfziger Jahre des vorigen 
Jahrhunderts zuriick. Aber erst durch die Arbeiten von Franz Ho/ 

ster (1)(2)(3) und seinen Schiilern: Zur Lehre von der Wirkung der Salze 
us den Jahren 1888 und folgenden, wurden rationelle und systematische 
Gedanken in das bis dahin mehr emp rise h und zufallig bearbeitete Gebiet 
getragen. 

Wahrend O. Nasse (4) auf spezifische Beziehungen des Salzes zu den 
wsgefallten Substanzen hinwies, gelang es Franz Hofmeister, zu zeigen 
al die aussalzende Kraft einer Salzlésung, die Gefrierpunkts- und Dampt 
lruckerniedrigung, die Diffusionsgeschwindigkeit, die innere Reibung, 

plasmolytische Wirksamkeit und die Dissoziation offenbar ursachlich 
cusammenhangen, und zwar in dem Sinne, daB alle diese Erscheinungen 
uf eine einzige Eigenschaft, auf das Wasseranziehungsvermégen der Salze 
curiickgefiihrt werden konnten. 

Quantitative Versuche zur Aussalzung wurden dann besonders von 
K. Spiro (5) (6) ausgefiihrt und das Aussalzen zuerst als Léslichkeit 
eeinflussung vom Standpunkt des Verteilungssatzes und der Gibbsschen 
Phasenregel aufgefaBt. Die Léslichkeitstheorie des Aussalzens von K. Spiro 


} 
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hat dann in der Folge eine exakte thermodynamische Ausgestaltung du 
Nernst (7), Griesbach (8), Schilow (9) und andere erhalten und dadurch 
Leistungsfahigkeit zur Beschreibung der quantitativen Verhaltnisse er 
bewiesen. 

Weiter zuriick reichen Versuche von Panum, Kiihne, Alex. Sci 
Hoppe-Se yler und We yl, die verschiedene Aussalzbarkeit der Eiweiik ry 
zu ihrer Trennung und Charakterisierung zu verwenden. Durch die Arb 
von O. Hammarsten, G. Kauder, Pinkus, K. Spiro und Porges (10) wu: 
die Aussalzung als quantitative Methode in das analytische Laborato: 
des Biochemikers eingefiihrt und gehdért seither zu den meistgebrau 
Verfahren, die uns die Bestimmung und nahere Charakterisierung 
EiweiBkérper erméglichen. 

Durch die Einfiihrung der Aktivitét in die physikalische Chemie 
Lésungen als thermodynamische Funktion durch Gilbert Newton Lewis (15 
ist auch unsere Auffassung von der Aussalzung erweitert und vert 
worden. Besonders durch Brénsted (11) in seinen schénen Studien iiber 
Léslichkeit, durch Bjerrum (12), Harkins (13), Debye (14) und seine Schu 
ist die Lehre von der lonenaktivitaét weiter ausgearbeitet worden. 

Die Energetik der Aussalzung befindet sich heute noch in ihre 
ersten Anfaingen. Die aussalzenden Systeme erfahren hierbei Energi« 
anderungen der verschiedensten Art und GréBe; verschiedene Energi: 
gefalle greifen ineinander, so daB es heute noch nicht gelingt, diesen 
komplexen Vorgang vollstindig und so umfass@énd analytisch da: 
zustellen, derart, daB auch die vielen Ausnahmen, die auf diesem Gebiet 
beinahe die Regel sind, sich ohne weitere Hilfshypothesen in die Theori 
einordnen lieBen. Bei der Aussalzung verindert sich nicht nur di 
GréBe, sondern auch die qualitativ-konstitutive Beschaffenheit de: 
Grenzflichen, die Anderung der Grenzflichenenergien ist also dop 
pelter Art: sowohl Grenzflichenkapazitit wie Grenzflacheninten 
sitat nehmen ab. Ein Teil dieser Energie erscheint in Form der Aus 
salzungswirme, die, soweit wir bis jetzt sehen, meist positiv ist 
Aber die Aussalzungswirme ist nicht nur der Ausdruck der Abnahm« 
der Grenzflichenenergie, sondern auch die Quellungswirme des aus 
gesalzenen Stoffes, die Adsorptions- und Hydratationswarme de 
ausgesalzenen lonen sind integrierende Bestandteile der als Ganzes 
gemessenen Aussalzungswirme. Auch die elektrische Aussalzungs 
arbeit 14Bt sich bis heute nur qualitativ tiberschauen. Die freie Energi: 
der lonen in diesen hochkonzentrierten Lésungen, meist handelt es 
sich um Ganz- oder Halbsattigung, ist bis heute noch nicht bekannt 
so daB auch diese Seite der Aussalzung nur einer vorlaufigen Behandlung 
zugianglich ist. Messungen an solchen konzentrierten Lésungen liegen 
nur vereinzelt und unvollstandig vor, so daB nicht einmal etwas Sicheres 
iiber die GréBenordnung der Aussalzungsarbeit der lonen ausgesagt 
werden kénnte. 

Mindestens so komplex ist auch die Kinetik der Aussalzung. In 
den nicht sichtbaren, héchstens ultravisiblen Stadien der Aussalzung 
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findet eine Ordnung, Dehydratation, Translationsbewegung und Aggre- 
gation der Teilchen statt. Dieser Vorgang braucht oft deutlich Zeit. 


Schon Lewith (1) ist es aufgefallen, daB oft erst geraume Zeit nach 
lem Salzzusatz die Triibungen erscheinen. Mit der Aggregation der Teilchen 
beginnt sogleich die Wirkung der Schwerkraft augenfilliger zu werden, 
md die Sedimentation setzt ein. Schon Bodldnder (16) hat hierbei merk 
wurdige und interessante Beobachtungen gemacht: Milchzucker und 
Traubenzucker labilisieren, Rohrzucker dagegen _ stabilisiert MKaolin- 
suspensionen. Auch Quincke (17) bemerkt, daB fiir die Stabilitét der Sus- 
pensionen nicht nur die Elektrolyte, sondern auch die Nichtelektrolyte 
von EinfluB sind. Freundlich und Rona (18) fanden, daB die Koagulation 
von Fe(OH), durch Thymol, Campher, Aceton, Urethan begiinstigt wird. 
P. Rona und Gyérgy (19) fanden weiter, daB Kaolinsuspensionen durch 
Nichtelektrolyte zum Teil stabilisiert, zum Teil sensibilisiert werden. 
L. von Kiirthy (20) hat am Modell Phenol-Wasser darauf hingewiesen, daB 
die dielektrischen Verhaltnisse bei der Aussalzung eine gewichtige Rolle 
spielen; sie sind nicht nur ausschlaggebend fiir die Polarisierbarkeit der 
auszusalzenden Stoffe, sondern sie spielen auch eine Rolle fiir die Haiufungs- 
geschwindigkeit der Teilchen. O. Arnd (21) konnte bei der Aussalzung der 
SerumeiweiBkorper ferner zeigen, daB durch Coffein, Athylalkohol, Aceton, 
Cholesterin und Lecithin infolge von Komplexbildung der Dipolcharakter 
der EiweiBkérper verindert wird, ihre elektrische Polarisierbarkeit sinkt 
und die Aussalzbarkeit abnimmt. Umgekehrt scheint Formaldehyd den 
Dipolcharakter der EiweifBstoffe zu vermehren. Die vorliegende Unter- 
suchung! stellt eine Fortsetzung der Arbeiten von L. v. Kiirthy und von 
0. Arnd dar und bringt einen geringen Beitrag zur Kenntnisder Aussalzung. 


i. 
In dem Folgenden wurde zuniichst die Veranderung der Polari- 
sierbarkeit durch zugesetzte Nichtelektrolyte untersucht. Hierfin 


schien das System Phenol-Wasser besonders geeignet. Als MaB 
diente die Aussalzbarkeit des Phenols durch Ammonsulfat. Wir ver- 
zichten hier auf eine ausfiihrliche Wiedergabe der Protokolle und geben 
die mehr als 60 Versuche umfassenden Reihen in Tabelle 1 wieder. 
Hierbei sind die Konzentrationen stets auf das konstant gehaltene 
Gesamtvolumen bezogen. -++- bedeutet Aussalzung, bedeutet keine 
Aussalzung. Das Resultat wurde stets 10 Minuten nach Mischung der 
Lésungen abgelesen. Gearbeitet wurde bei Zimmertemperatur. 
Aus Tabelle I geht hervor, daB Glykokoll, Harnstoff und Aceton 
eine Zunahme der Aussalzbarkeit des Phenols bewirken. Dies diirfte 
um so mehr von Interesse sein, als schon K. Spiro (22) zeigen konnte, 
da8 Harnstoff den Hitze-Gerinnungspunkt des Serums erhéht, daB 
iber Glykokoll und Harnstoff, wie wir neuerdings beobachteten, die 
Aussalzbarkeit der SerumeiweiBkérper vermehren. Glycerin und 


! Die vorliegenden Versuche habe ich im Dezember 1924 in der 


phvsiologisch-chemischen Anstalt Basel ausgefiihrt. 
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Tabelle I. 


Aussalzbarkeit einer 4,3°,igen Phenollésung bei Zimmertemperatur dur 
Ammonsulfat. 





(NHg),S0O, 11,15 3,6 6,5 5,35 4,30 2,1 


Ohne Zusatz ... . + 

4.6% Glykokoll . 

0.2% Aceton. ... ++ , 

6% Harnstoff. . .. ; + +. 

184°, CgH,OH 

17,1% Glycerin. . . - 

6°, Traubenzucker . ; — ton -- +-+ — 

12°% Rohrzucker . . +--+ ++ . - — 


Alkohol vermindern die Aussalzbarkeit des Phenols. Glycerin scheint 
nach unseren Erfahrungen auch die Aussalzung der EiweiBkoérper 2 
hemmen. Glucose und Rohrzucker scheinen die Aussalzbarkeit nw 
wenig zu beeinflussen, immerhin zeigt sich eine geringe Tendenz zw 
Zunahme der Aussalzbarkeit. 

Die Abnahme bzw. Zunahme der Aussalzbarkeit durch Zusatz 
von Nichtelektrolyten kann 1. darauf beruhen, da8 infolge der d 
elektrischen Veranderung des Milieus die relative Polarisierbark« 
des auszusalzenden Stoffes verindert wird, oder 2., wie schon 
O. Arnd (20) fiir die EiweiBkérper gezeigt hat, der Dipolcharakte: 
des auszusalzenden Stoffes infolge Komplexbildung verandert wird 
und schlieBlich 3., worauf Hofmeister hingewiesen hat, daB durch de: 
Nichtelektrolytzusatz die Hydratation vermehrt oder vermindert 
wird. Auch hier vermochte die optische Untersuchung, wie schon 
mehrtach (20) (21), AufsechluB iiber die Komplexbildung zu geben. Div 
Tabelle I] enthalt den Brechungsanteil von 5,4 °;, Phenol in verschiedenen 
Medien, die spezifische Refraktion des Phenols (= Brechungsante/ 
von 1 g-% Phenol) und die Differenz bezogen auf Wasser als Normal 
zustand. 

Tabelle II. 


Beeinflussung des Brechungsanteils einer 5,4°,igen Phenollésung dur 
verschiedene Zusatze. 





7es > Spez ) enz 

motors | Refraktion NNT) 
7 2S re re ar 1141 212 ) 
i A” er 1135 210 2 
A 1163 215 + 3 
ee ae ; 1082 200 —12 
oo. en 1154 214 + 2 
Oa 1182 219 - - 
7.5% Traubenzucker....... 1159 214 2 
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Der Fehler der refraktometrischen Bestimmung bertigt etwa 
2.6 .10~, fiir die spezifische Refraktion etwa + 0,5.1075. Nun 

ist bekanntlich der Brechungsexponent direkt proportional der Zahl 
der Molekiile (20). Kolumne 2 in der Tabelle II illustriert deutlich, 
daB Harnstoff die Zahl der Phenolmolekiile vermindert: Harnstoff 
wirkt polymerisierend. Umgekehrt wird die Zah! der Phenolmolekiile 
durch Rohrzucker und Glycerin vermehrt; Rohrzucker und Glycerin 
bewirken eine Depolymerisation. 

K. Glenz (23) hat aus dem Verhalten der Refraktion von Phenol- 
lésungen bei Salzzusatz auf verschiedene Modifikationen des Phenols in 
konzentrierten Lésungen geschlossen [vgl. hierzu auch K. Spiro (32)]. 
J. Livingston, R. Morgan und G. Egloff (24) leiteten schon einige Jahre 
vorher aus ihren Messungen der Oberflaichenspannung, der spezifischen 
Kohasion, der Dichte und der Viskositét der Phenollésungen ab, daB ver- 
schiedene Hydratformen des Phenols miteinander im Gleichgewicht stehen, 
und zwar gelangten die Autoren zu folgenden Hydratstufen: CgH,OH 
.3H,O, CgH;0H.9H,O und Cy,H,OH. 55 H,0. A.Grollmann und 
J.C. W. Frazer (25) zeigten an Hand ihrer Messungen des osmotischen 
Druckes, daB in wisserigen Phenollésungen auBerdem folgendes Gleich- 
gewicht besteht: 


2C,H,OH = (C,H;OH), (1) 
und daB schon von 0,5°;, Phenol an das Gleichgewicht nach rechts ver- 
schoben ist, so daB bei 0,94°% bereits 86°, in Form des polymeren 


(CgHsOH), vorhanden sind und in 8,5°,igen Lésungen bei 30°, also an der 
Grenze der Léslichkeit, bereits 99°, in polymerer Form vorhanden sind. 

Harnstoff verschiebt also das Gleichgewicht (1) nach rechts, die 
Léslichkeit nimmt ab und die Aussalzbarkeit steigt; wmgekehrt ver- 
schiebt Glycerin das Gleichgewicht nach links und wirkt so léslichkeits- 
steigernd und stabilisierend. Eigentiimlich ist das Verhalten der Zucker: 
tohrzucker verschiebt das Gieichgewicht stark nach links, Rohrzucker 
miiBte also stabilisierend wirken, auch nach seinem dielektrischen 
Verhalten wire dies zu erwarten, Rohrzucker und Traubenzucker 
vermehren aber, wenn auch nur gering, die Aussalzbarkeit des Phenols. 
Offenbar iiberwiegt hier die Hydratation der Rohrzuckermolekiile 
[R. Fricke (26)] die iibrigen Wirkungen, so da8 sich in erster Linie die 
Entziehung des Lésungsmittels geltend macht. 

AuBerdem haben die zugefiigten Nichtelektrolyte noch eine di- 
elektrische Wirkung: Harnstoff und Glykokoll erhéhen die Dielektri- 
zitatskonstante des Milieus [Literatur bei (27)], die relative Polari- 
sierbarkeit des Phenols nimmt infolgedessen zu, schon bei geringer 
Feldstarke, bei kleinerer lonenkonzentration erreicht die Polarisation 
jenen Wert, der zur Translation und zur Aggregation der Teilchen an 
Punkten geringster Feldstarke geniigt; mit anderen Worten die Aus- 
salzbarkeit des Phenols nimmt zu; genau dielektrisch im entgegen- 
gesetzten Sinne, wirken Glycerin und Alkohol. Abweichend verhalt 
sich nur Aceton. Hier handelt es sich offenbar um kompliziertere Ver- 
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haltnisse. Einmal beobachtet man bei Zusatz eines Kubikzentimeters 
einer 10° igen Acetonlésung zu 3 ccm einer gesattigten Phenollésung 
das Ausfallen weiBer Massen, und andererseits ist seit Link und Bar. 
gellint (43) bekannt, daB Phenol mit Aceton a-Phenoxyisobuttersaun 
unter Abnahme der Léslichkeit bilden kann. Das abweichende Ver. 
halten des Acetons findet deshalb méglicherweise durch seine che- 
mischen Beziehungen zum Phenol teilweise Erklarung. 


Ill. 

Das Aussalzen geschieht durch hochkonzentrierte Salzlésungen 
mit anderen Worten in die Lésung des Nichtelektrolyten wird stets 
eine groBe Elektrizitatsmenge gebracht. Wir beschranken uns in dem 
Folgenden auf die Salze MgSO,, Na, SO, und (N H,),50,, als die fiir dix 
Aussalzung der EiweiBkérper wichtigsten Salze. Es ist hierbei seit 
altersher iiblich, als MaB fiir die Salzkonzentration den Grad der Siatti- 
gung in Prozenten anzugeben. So wird z. B. Euglobulin durch Halb-. 
sattigung mit MgSO, oder durch ein Drittel Sattigung mit (N H,),S0, 
ausgesalzen; Gesamtglobulin wird durch Halbsattigung mit (N H,),.50, 
durch Ganzsattigung mit MgSO, oder durch Halbsattigung mit Na, 50, 
bei 37° ausgesalzen, usw. Bedenkt man, wie schwankend die Angaben 
tiber die Léslichkeit der Salze sind und wie auBerordentlich abhangig 
ferner die Sattigungskonzentrationen von Temperatur und kleinsten 
Verunreinigungen sind, so kann es nicht wundernehmen, daB die ver 
schiedenen Autoren mit ganz verschieden konzentrierten Lésungen 
gearbeitet haben. Fiir das Aussalzen der Globuline mit Na, SO, bei 
iiber 33° sind z. B. notwendig nach: 


Bermeter (9)... et we ts RS he MOY 
Ss f5ers ciate 4 aoe w+ See 
Spiro und Porges (3) eer re 
ye EA ee ae eee = OF 


Die Verfeinerung der Methodik, besonders die Verwendung det 
Refraktometrie, Interferometrie und Prazisionspolarimetrie bei det 
Untersuchung, Charakterisierung und Isolierung der Eiweibkérper 
verlangt auch eine bedeutende Prazisierung der aussalzenden Konzen 
trationen. Es sind viele Unstimmigkeiten, nicht zuletzt auch die ver- 
schiedenen Angaben in neuerer Zeit tiber den spezifischen Brechungs- 
zuwachs der EiweiBkérper (21), auf die Verwendung der ,,',‘‘- und 
.//,‘-gesattigten Lésungen zuriickzufiihren. P. 2. Howe (33), (31) 
(34), (35) hat deshalb schon vor 6 Jahren die Mol-Volumen-Konzen- 
tration, d.h. die Anzahl Gramm-Mol in einem Liter Lésung, ein- 
gefiihrt, so daB auch seine konzentrierten Salzlésungen nun imme! 
dieselbe, exakt eingestellte Konzentration haben. Die fallenden Konzen 
trationen an anhydrischem Salz sind nach Howe: 
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MgSO, Na,SO, (NHyg)2SO, 
Euglobulin . . . 19.5% 162m. 142% 1,00 m 19,.8° 1.50 m. 
Gesamtglobulin . 28.6°, 237m. | 264% 150m. 264% 2.00 m. 
Gesamteiweib . 2.75 m. 3.25 m. 


Noch vorteilhafter diirfte méglicherweise die Molkonzentration 
sein, d.h. die Anzahl Gramm-Mol der gelésten Substanz in 55,51 Mol. 
Wasser. Wie Lewis hervorhebt, hat die Molkonzentration den Vorteil, 
daB sie unabhingig ist von der Temperatur, waihrend dies bei der ge- 
wohnlichen Mol-Volumenkonzentration bekanntlich nicht der Fall 
ist. Wir werden im folgenden von der Molkonzentration Gebrauch 
machen und bezeichnen sie mit m., wahrend sich m. auf die Anzahl! Mol 
in einem Liter Lésung beziehen soll. 

Nach Howe berechnet sich die notwendige Salzkonzentration 
ausgedriickt in m. fiir 





MgSO, Na, SO, (NH,)o SO, 
SO TS eae ee 2.01 m. 1.17 m. 1.87 i 
Gesamtglobulin . . ... 3.33 m. 1.93 m 2.71 m 


Es ist nun auffallend, da8 zur Abscheidung ein und desselben 
Kolloides, z. B. des Euglobulins, je nach dem Salz ganz verschiedene 
Konzentrationen notwendig sind, auch bei gleichem Anion. O. Nasse (4) 
hat deshalb auch die Vermutung ausgesprochen, daB es sich hierbei 
um spezifische Beziehungen zwischen dem aussalzenden und dem 
ausgesalzenen Stoff handeln kénnte. Der experimentelle Nachweis 
dieser Annahme konnte aber bis heute nie einwandfrei geleistet werden 

Nun liegen aber fiir die Konzentrationen der Sulfate, wie sie zur 
Aussalzung der Euglobuline verwendet werden, Gefrierpunkts- 
bestimmungen vor, die es uns erméglichen, einige Aussagen iiber die 
aussalzende Wirkung dieser Lésungen zu machen. Van ’t Hoff hat 
bekanntlich zur Darstellung des osmotischen Druckes von Elektrolyt- 
lisungen in die Gasgleichung den Faktor ¢ eingefiihrt, d. h. den Quo- 
tienten aus der gemessenen Gefrierpunktserniedrigung dividiert in die 
gedachte Gefrierpunktserniedrigung, die vorhanden wire, wenn jede 
Dissoziation fehlen wiirde. Nachdem nun aber erst kiirzlich durch 
M. Randall und G. N. Scott (36) nachgewiesen wurde, daB auch die 
Sulfate, entgegen der allgemein verbreiteten Ansicht, zu den typisch 
starken, total dissoziierenden Elektrolyten zu zihlen sind, scheint es 
uns zweckmaBig, folgende GréBe, die wir mit h bezeichnen wollen, ein- 
zufiihren: Es sei A® die gemessene Gefrierpunktserniedrigung und A‘, 
sei die gedachte Gefrierpunktserniedrigung, die vorhanden ware, wenn 
es sich um eine ideelle, total dissoziierte Lésung handeln wiirde, wobei 
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sich die geladenen Teilchen gegenseitig weder elektrisch noch mechanisc} 
beeinflussen sollen, dann sei 
0 
A= = . ? 
4. 

Aus (2) geht hervor, daB somit 1 —h ein Ausdruck der inte: 
ionischen Krafte, der Assoziation, der Dissoziation, des Dielek 
trikums usw., darstellt. Wir haben nun in Tabelle III aus den (i 
frierpunktsbestimmungen von Bedford (37), Raoult (38), Harkins (39 
S. H. Rodebush (40) und W. Kistiakowsky (41) h berechnet; A® ist dis 
gemessene molare Gefrierpunktserniedrigung, m. ist die Molkonzen 
tration. 

Tabelle IIT. 











MgSO, Na, SO, (NH,4)2SO, 
2 , a 
| m. ” h | m. ” h ) in. -” I 
0.01 8.70 0.99 0.07 5.09 0.91 0.17 4.90 0.88 
0,02 3,64 0.98 0.10 4.95 0.89 0.27 4.50 0.8 
0,05 8,10 0.83 0.15 4.81 0.86 0.45 4.09 0.73 
0.07 2 98 0.80 0,22 4.59 0.82 0.73 3.87 0.69 
0.11 2.76 0.74 0.32 4.35 0.78 0.79 3.60 0.64 
0,22 242 0,65 0.45 4.06 0.73 0,95 3.70 0.66 
0,47 2.06 0.55 6,73 3.68 0.66 1.07 3.60 0.66 
0,70 2,02 0,54 1,23 3.59 0.64 
1,23 2.08 0.56 1.76 3.35 0.6) 
1,32 2,24 0,60 
1,64 2,62 0.70 


Die aussalzenden Konzentrationen fiir Euglobulin sind fiir MgS0, 
1,42 m‘2, fiir Ne,SO, 1,08 m"2, fir (NH,),SO, 1.37m"2. Sucht man 
nun in Abb. 1 die zugehérigen Ordinaten, so bemerkt man, daB fiir 


FP. , 8 * 3 0,64 
ios mre (NEO, .. . 1. +s - woe 
eof ge 8 | ere co 
Die Euglobuline fallen dann also aus, wenn h = 0,64 ist, gleicl 


giiltig ob es sich um Na,SO,,Mg SO, oder (NH,),SO, handelt. Wi 
haben oben bei der Definition von h gezeigt, daB 1 — h ein MaB fiir dix 
Gesamtheit aller interionischen Krafte darstellt. Je kleiner 1 — / 
desto gréBer die Wirkung bzw. die Zahl der freien Ionen. Man kénnt 
nun nach den oben mitgeteilten Zahlen versucht sein, anzunehmen 
ganz analog den Uberlegungen der Dissoziationstheorie, daB der Ausdruck 
h/l—h = A®/A*% — A® fiir die aussalzende Eigenschaft der Salz 
charakteristisch wire. Dies ist aber nicht der Fall. Geht man in der 
MgS0O,-Kurve nach geringeren Konzentrationen, so bemerkt man 


‘ Extrapoliert. 
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a 
daB die Kurve bei )m. 0,21 wieder die Ordinate 0,64 hat. Bei einer 
2 

Mg8 0,-Konzentration von 0,21 \m. (= etwa 1°.) fallt aber tiberhaupt 
noch kein EiweiB aus. Damit ist gezeigt, daB die GréBe A zur Charak- 
terisierung der aussalzenden Kriifte noch nicht geniigt, sondern hier 
spielt offenbar noch eine extensive Grife, die absolute Zahl der nicht- 
freien Ionen eine ebenso bedeutende Rolle. 

Unter den ,,nichtfreien lonen‘* versteht man solche lonen, die 
entweder infolge gegenseitiger Beeinflussung oder infolge starker 
Hydratation nach ,,auBen“ keine ionalen Wirkungen entfalten. Ist 
also neben A auch die absolute Zah! der nichtfreien lonen fiir die Aus- 











Abb. 1. 


salzung maBgebend, so heiBt dies in anderen Worten nichts anderes 
als daB, da jedem lon bei einer bestimmten Konzentration eine be- 
stimmte Hydratationszah! zukommt, eine gewisse Menge Lésungsmitte] 
in Form des Hydratationswassers erst verschwinden mu, bevor die 
Wirkung der polarisierenden, freien lonen zur Auswirkung kommen 
kann. Damit gelangen wir, wenn auch auf anderem Wege und vor allem 
durch quantitative Uberlegungen zu verwandten Anschauungen, wie 
sie F. Hofmeister (2) vor 40 Jahren zum Teil bereits entwickelt hatte. 
Hofmeister hatte damals auf Beziehungen des osmotischen Druckes 
der Elektrolytlésungen zu ihrem Aussalzungsvermégen hingewiesen 
und das wechselnde Wasseranziehungsvermégen der Salze als gemein- 
same Ursache des verschiedenen Verhaltens der Elektrolyte zur Er- 
klirung der Erscheinungen herangezogen. Seiner Hydratationstheorie 


der Aussalzung erwuchsen dadurch Schwierigkeiten, daB z. B. stark 
hydratisierte Elektrolyte wie Li,SO, weniger aussalzend wirken, als 
z. B. NagSO, mit geringerer Hydratation. Wir haben nun oben gezeigt, 
daB fiir den Aussalzungseffekt notwendig ist 1. nicht nur eine gewisse 
Verminderung an freiem Lésungsmittel infolge der Hydratation, sondern 
auch 2. eine gewisse Polarisation des EiweiBes durch die freien Lonen. 
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Damit dirften die Schwierigkeiten der Hydratationstheorie zum gréBtey 
Teil itiberwunden sein. 

Wir haben bis jetzt nur von der GréBe h gesprochen und es bis 
jetzt sorgfaltig vermieden, von der Aktivitat der Salzlésungen 
reden. Dies geschah deshalb, weil fiir die hochkonzentrierten Elek 
trolytlésungen (15- und '/,-Sattigung) die Berechnung der Aktivitat 
d. h. der freien Energie der lonen, noch nicht méglich ist, da wir iiber 
die Verdiinnungswirme und iiber die Temperaturkoeffizienten der 
konzentrierten Lésungen ungeniigend unterrichtet sind; auBerdem 
spielt in den konzentrierten Lésungen die GréBe der Ionen im Ver 
haltnis zum Lésungsraum eine nicht mehr zu vernachlassigende Rol| 
Infolgedessen gilt das Gay-Lussac, Boyle-Mariottesche Gesetz in seiner 
einfachen Form nicht mehr; die héheren Potenzen der Konzentration: 
diirfen nicht mehr vernachlassigt werden. Die GréBe h ist also gréber 
als der Aktivitatskoeffizient, doch diifte die Anderung von h mit der 
Konzentration auch der Anderung des Aktivititskoeffizienten ziemlich 
parallel gehen. Je verdiinnter natiirlich die Lésungen sind, desto mehr 
naihern sie sich dem Idealfall, desto naher riickt A an 1 und desto mehr 
fallen osmotischer Koeffizient und h zusammen. 


IV. 

In dem Folgenden geben wir eine kurze Zusammenfassung unser 
Anschauung von der Aussalzung, die wir auf Grund dieser und friihere 
Arbeiten gewonnen haben (20), (21), (27), (42). 

Fiir die Aussalzung ist wesentlich, daB eine groBe Menge lonen 
mit anderen Worten eine groBe Elektrizititsmenge, in die waisserige 
Lésung des Nichtelektrolyten eingetragen wird. Ein Teil dieser lonen 
besteht aus freien Ionen, ihre Konzentration bezeichnet man als aktivé 
Masse. In der Umgebung dieser freien lonen bestehen starke elektrische 
Felder, wodurch die Umgebung, Lésungsmittel und geléster Stoff 


polarisiert werden. Hierfiir gilt bekanntlich, wie friiher dargelegt 
wurde (27), D—1 
P=£. , (3 
4a 
wobei . . 
P = Polarisation, 


D = Dielektrizitatskonstante, 
E = Elektrische Feldstarke, 
bi Of: ae 
Die relative Polarisierbarkeit des gelésten Stoffes, d.h. dessen 
Polarisierbarkeit im Verhiltnis zur Polarisierbarkeit des Lésungs- 
mittels hangt ab: 
1. vom Dipolcharakter des gelésten Stoffes und 
2. von den dielektrischen Eigenschaften des Lésungsmittels. 
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Wir haben in der vorliegenden Untersuchung und in friiheren 
\rbeiten fiir beide Abhangigkeiten Beispiele beigebracht. Meist liegen 
die Verhaltnisse so, daB der auszusalzende Stoff die geringere Dielek 
trizitatskonstante hat als das Lésungsmittel. Infolge der Polarisation 
der Teilchen des auszusalzenden Stoffes bewegen sich diese im elek- 
trischen Felde der freien lonen nach Orten geringster Feldstarken 
Es hangt nun lediglich von der absoluten Zahl der nichtfreien Ionen 
ib. bzw. von der GréBe des Entzuges freien Lésungsmittels infolge der 
Hydratation, ob die Anhaufung der Teilchen des auszusalzenden Stoffes 
an Orten geringster Feldstirke bis zur sichtbaren Zweiphasenbildung, 
iso zur Aussalzung fiihrt, oder ob lediglich eine andere Verteilung mit 
eventueller Polymerisation ohne sichtbare Zustandsanderung statthat 
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Oberflichenenergie einiger physiologischer Fliissigkeiten. |. 


Von 
Nikolaus Wwedensky'. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium Krupskaja-Akademie Mosk 


(Eingegangen am 10. Juni 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die heutigen physikalischen Untersuchungen der Oberflache: 
eigenschaften von Lésungen bestimmen ihre mehr oder weniger grol 
Oberflichenaktivitaét nach der Anderung der Oberflichenspannung mit 
der Konzentration des in der Lésung enthaltenen Stoffes. Bedient 
man sich der Gesetze der Thermodynamik, so laBt sich die gesamt 
Oberflichenenergie pro 1 qem in folgender Form darstellen: 

E 6-4; 
hier ist H die gesamte Oberflachenenergie der Oberflacheneinheit eine: 
Fliissigkeit, 6 die Oberflachenspannung, welche die zur Bildung de 
Oberflacheneinheit erforderliche Arbeit ausdriickt, g die Bildungswarn« 
der Oberflacheneinheit. 

O06 . +» di 
_™; setzen wir diesen 
OT 
Ausdruck in die Gleichung (1), so erhalten wir (W. Thomson- Kelvin 
06 
E g— ys . (2 
OT 

Fiir reine Fliissigkeit ist festgestellt, daB ihre Oberflichenspannung 

: . 06 
(6) linear mit der Temperatur abnimmt (d. h. Ti const = a); 

c 
diesem Falle kann man nachweisen, daB wir bei Differenzierung de! 
Gleichung (2) als Endresultat erhalten: 
OE 
OT 


Thermodynemisch erhalt man fiir g: 7 


V0, (3) 


1 Mitgeteilt am 10. November 1926 in der Moskauer Abteilung «i 
Russischen Pathologischen Gesellschaft und am 27. November 1926 aut 
einem Kollegium im Moskauer Institut fiir Physik und Biophysik. 

* Freundlich, Kapillarchemie 1922. 
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d.h. daB sich die gesamte Oberflachenenergie reiner Fliissigkeiten 
mit der Temperatur nicht andert (Hinstein', Harkins*). P. Reh- 
hinder® hat nachgewiesen, daB wir genau dasselbe auch bei Lésungen 
naktiver Stoffe antreffen, welche die GréBe der Oberflachenspannung 
des Wassers wenig verindern und da8 ihr Temperaturkoeffizient 
06 
\ @ r) 
bleibt. Dagegen ergeben Liésungen solcher Stoffe, wie z. B. von Fett- 
siuren, die eine starke Abnahme der Oberflachenspannung des Wassers 


bei Temperaturinderung der Lésung praktisch konstant 


hervorrufen (im untersuchten Temperaturintervall von 0 bis 100°C), 
n Abhingigkeit von der Temperaturinderung eine charakteristisch 
gekrimmte Kurve der Veranderung ihrer Oberflachenspannung 

Es ist klar, daB die gesamte Oberflichenenergie bei solchen 
Lisungen keine konstante sein kann, wie z. B. bei reinem Wasser 
ind anderen reinen Fliissigkeiten*. 

Die Abnahme der Oberflachenspannungen von Lésungen hangt von 
ler Adsorption des gelésten Stoffes durch die Oberflichenschicht der Lésung 
ib. Die Abhangigkeit der Adsorption des Stoffes von seiner Konzentration 
folet der bekannten Gibbsschen Gleichung: 
da c 
dc RF’ 
ier ist J’ die Adsorption des Stoffes in Grammolekiilen, ¢ die Oberflichen- 
spannung, c die Konzentration in Grammolekiil-Liter, R die Gaskonstante, 


r — (4) 


T die absolute Temperatur. 


P. Rehbinder hat fiir die quantitative Charakteristik oberflichen- 
: ‘ - = da 
iktiver Stoffe die vor. ihm Oberflachenaktivitaét genannte GréBe . 

de 


G 


vorgeschlagen. Diese GréBe G steht nach der Gibbsschen Gleichung mit 
ler Adsorption in Zusammenhang: 


G=2k8T 


Die physiologischen Fliissigkeiten stellen meist Lésungen von sehr 
komplizierter Zusammensetzung und unbestimmter Konzentration dar. 
Daher ist es unmdéglich, auf Grund von Untersuchungen der Oberflichen- 
spannung, als Funktion der Konzentration ¢ f(c), ihre Oberflichen- 
eigenschaften zu charakterisieren. Untersuchen wir jedoch die Oberflachen- 
spannung physiologischer Fliissigkeiten mit Temperaturverinderung, so 
erhalten wir die Méglichkeit, ihre Oberflichenaktivitat zu charakterisieren, 
d.h. ihre gesamte Oberflichenenergie mu, wie das aus Gleichung (2) 
ersichtlich ist, von der Temperatur abhangen. 


1 Einstein, Ann. d. Phys. 4, 513, 1901. 

2 Harkins, Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 1920. 

3 P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 447, 1924. 

4 Derselbe, Uber Oberflicheneigenschaften von Lésungen, Journ. d. 
Russ. Phys.-Chem. Gesellsch., phys. Teil, 56, H. 5/6, 1925. 
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Endlich hat P. Rehbinder’ noch gezeigt, daB die Oberflac! 

aktivitat 

G ve ATI 5 

dc 

bei ¢ konstant, bei Temperaturverinderung im Intervall zwische: 
absoluter Null (7’= 0) und kritischer Temperatur (7 T’,.) 
Maximum hat, da bei 7 = 0 und G = 0 und bei 7, die Oberflache: 
spannung einer Lésung zu Null wird; folglich nahert sich bei 7 — 7 
auch die Oberflachenaktivitat Null. 

Wie aus dem Diagramm ersichtlich, miissen wir hierbei geger 
iiber dem untersuchten Temperaturintervall von 0 bis 100°C dr 
Moéglichkeiten fiir die Lage des Maximums zugeben. 

Das bedeutet, daB im untersuchten Intervall G (7') (die Oberflachen 
aktivitat in Abhangigkeit von der Temperatur) entweder mit de 
Temperatur abnehmen (ihr Maximum liegt links) oder zunehmen kam 
(in diesem Falle wird das Maximum bei einer héheren Temperat 
beobachtet), oder aber endlich zwischen 0 und 100°C ein Maximw 
hat. Das Vorhandensein eines Maximums der Kurve G(T) (Ober 
flachenaktivitat in Abhingigkeit von der Temperatur) kann als Bewei: 
der Oberflachenaktivitaét einer Lésung dienen (Adsorption eines Stoffes 
in der Oberflachenschicht). 

Bei oberflichenaktiven Lésungen hat die Oberflichenaktivitat (( 
in der von uns untersuchten Zone von 0 bis 100°C ein Maximum. 

Da bei physiologischen Fliissigkeiten, wie bereits oben bemerkt 
die Konzentration der in der Lésung enthaltenen Stoffe unbestimmt 
ist, so kénnen wir unter der Annahme, daB sich ihre Konzentratio. 
mit der Temperatur nicht andert (d.h. ¢ = const), die Oberfliche: 
aktivitat (Adsorption) bei physiologischen Flissigkeiten nach de: 
GréBe der Depression der Oberflichenspannung im Vergleich mit 
reinem Wasser bei verschiedenen Temperaturen (4 6) messen. 

Dann wird die Ordinatendifferenz der Oberflachenspannung de: 
Wassers und der untersuchten Fliissigkeit im Diagramm (s. Abbildung 
eine GréBe darstellen (4 6),, durch welche die Adsorption von Stoffe: 
die bei verschiedenen Temperaturen in dieser Fliissigkeit gelést sind 
gemessen wird: 

AGr f(T) (6 
hier ist A 6 die Ordinatendifferenz der Oberflachenspannung des Wassers 
and einer beliebigen physiologischen Fliissigkeit bei entsprechender 


Temperatur (7). 


1. P. Rehbinder, Journ. d. Rus. Phys.-Chem. Gesellsch., phys. Teil 
68, H. 3, 524. 
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Im Falle des Vorhandenseins eines Maximums 46,= /(7') in 
len Grenzen von 0 bis 100°C muB die gegebene Fliissigkeit als ober- 
flachenaktiv betrachtet werden. 

Nach der von P. Rehbinder' modifizierten Maximalblasendruck- 
methode (M. Cantor) habe ich einige physiologische Fliissigkeiten 
Serum, defibriniertes Blut, Galle, Milch, Speichel, Magensaft, Humor 
aquaeus, Cerebrospinalfliissigkeit und Harn — untersucht. 

Auf Grund meiner Versuche lassen sich die erwaihnten physiologi- 
schen Fliissigkeiten in drei Gruppen verteilen: 1. in inaktive Fliissig- 
keiten, 2. in wenig oberflachenaktive Fliissigkeiten und 3. in ober- 
flachenaktive Fliissigkeiten. 

Eine derartige Charakteristik ihrer Oberflacheneigenschaften ent - 
springt sowohl aus der Verianderung der Oberflachenspannung als 
such aus der gesamten Oberflichenenergie dieser physiologischen 
Fliissigkeiten mit der Temperatur, wie das aus den angefiihrten Tabellen 
ind Kurven ersichtlich ist. 








: | 
7Hy(CH)y COOH Q035m 
i 


i] 10 20 40 50 60 70 = 80 90 m0 7 

















Abb. 1. 
1 o—t Kurve des reinen Wassers. 6 o—t Kurve der cerebrospinalen Flissigkeit 
2 o—t Kurve des Harns 7 o—t Kurve des Speichels 
3 o—t Kurve des Magensaftes. 8 o—t Kurve der Milch. 
4 t Kurve des Humor aquaeus 9 o—t Kurve der Galle 
5 t Kurve des Serums 
I (.J0)).— Kurve des Speichels. Il (J@)).— Kurve des Harns 


Demnach andert sich die gesamte Oberflachenenergie ph ysiologischer 
Fliissigkeiten mit der Temperatur entweder fast gar nicht, oder aber 
sie zeigt bei einer gewissen Temperatur ein scharfes Ansteigen mit 
einem Maximum. 

Im ersten Falle wird die Oberflichenspannung der Fliissigkeit 
mit der Temperatur linear abnehmen, wahrend wir im zweiten Falle 


1 P. Rehbinder, diese Zeitschr. 1927 (im Druck). Zeitschr. f. Exp. 
Biol. u. Medizin Nr. 14, 1927 (russisch). 
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fiir die Verainderung der Oberflachenspannung einer Fliissigkeit 
der Temperaturverinderung eine charakteristische Kurve erhalt 
(s. Kurven). 

Demzufolge erhalten wir fiir verschiedene physiologische Fliis 
keiten eine verschiedene Charakteristik. Zu wenig aktiven physioloy 
schen Fliissigkeiten miissen wir normalen Harn, Magensaft, Hw 
aquaeus und Cerebrospinalfliissigkeit rechnen, zu oberflachenaktiv: 
Fliissigkeiten Serum, defibriniertes Blut, Milch, Speichel und G 




















C ( 2 3 4 50 61 ( 8¢ 90 T 
Abb. 2. 
‘ Kurve des reinen Wassers E— Oberflachenenergie des reinen Wassers 
o—t Kurve des Harns E— Oberflichenenergie des Harns 


(Jo), Kurve des Harns. 














Abb. 3 
o—t Kurve des Serums (J 0),.— Kurve des Serums. 


E— Oberflachenenergie des Serums o—t Kurve des Wassers 


Unter den physiologischen Fliissigkeiten verdient Milch wegen 
der Veranderung ihrer Oberflichenenergie in Abhangigkeit von det 
Temperatur eine besondere Beachtung. Wie aus der Tabelle ersichtlic! 
laBt sich hinsichtlich der Milch bei 60° C ein scharfes, iiber die Abszissen 
achse hinausgehendes Abfallen der Kurve der gesamten Oberflachen 
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ergie beobachten. Mit anderen Worten, in dieser Temperaturzone 
d die GréBe EF von Milch zu Null. 











Abb. 4. 
t Kurve der Milch. E— Oberflachenenergie der Milch 
— Kurve des Wassers. (Ja), Kurve der Milch 


Letzteres weist augenscheinlich darauf hin, daB mit der Milch 


bei dieser Temperatur eine gewisse innere Veranderung ihrer chemischen 
Zusammensetzung vor sich geht, wahrscheinlich in Form einer teilweisen 
Fallung von Casein. In diesem Falle kann die starke Verainderung der 
gesamten Oberflaichenenergie als empfindlicher analytischer Index det 
gegebenen Veranderung in der Milchzusammensetzung dienen, wiaihrend 
die Kurve der Oberflaichenspannung selbst in Abhangigkeit von der 
Temperatur keine scharfen Veranderungen zeigt. 


Die Oberflachenaktivitat physiologischer Flissigkeiten kann, wie 


bereits oben gesagt, nach der Ordinatendifferenz der Oberflachen- 
spannung des Wassers und derjenigen der untersuchten Fliissigkeit 
bei verschiedenen Temperaturen bestimmt werden, 46, = /(7') (die 
Oberflachenaktivitat G ist dieser Differenz 46, fiir eine Lésung von 
gegebener konstanter Konzentration proportional). 


Betrachten wir eine Reihe der untersuchten physiologischen 


Fliissigkeiten, so finden wir, daB bei Vorhandensein oberflachenaktiver 
Eigenschaften 46, der in ihr bei verschiedenen Temperaturen gelésten 
Stoffe einer gewissen, ein Maximum aufweisenden Kurve folgt. 


Nach dem Charakter der Kurve 46, = /(7') kann man auf Grund 


theoretischer Uberlegungen nachweisen, daB wir, wenn A6 mit der 
Temperatur ununterbrochen zunimmt, das Vorhandensein eines 
Maximums von iiber 100°C veraussetzen miissen, und darum muh 
die Kurve der Oberflichenspannung in Abhangigkeit von der Tem 
peratur jenseits der von uns untersuchten Temperaturgrenzen einen 
Knick zeigen. Dies muB augenscheinlich bei der Kurve der Ober- 


flichenspannung von Cerebrospinalfliissigkeit und Humor aquaeus 
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Tabelle 111. 





Flussigkeit 7 0 10 20 40 6) x0) 
| Jo, 3.7 3.2 21) 1.4 erg 
Humor aquaeus 3.4 5.6 7.4 13.2 14.4 IS. 
Vagensaft 4.8 4.8 5.9 6.4 7.4 74 
Milech . I35 24.0 29.7 1.16 23.1 18.57 
Speichel 5,40 S88 1088 11.45 12.10) 10.00 

é 27.16 268 287 31,28 303 27.29 
Serum 8.2 7.8 S.8 16.22 21.69 
rebrospinaltliiss 8.7 8.9 10.5 14.2 15.8*) 


* Bei 50°C 


ler Fall sein, weshalb wir sie als oberflachenaktive Fliissigkeiten an- 
nehmen miissen, obgleich bei ihnen 6 = f(t) von 0 bis 80°C linear 
bnimmt 

Die Untersuchung physiologischer Fliissigkeiten im Temperatur- 
ntervall von 0 bis 100°C bildet eine Reihe Schwierigkeiten. Erstens 
tritt bei einer Temperaturzunahme bis zu 100°C eine schnelle Ver- 
dampfung der Fliissigkeit ein, was die nétigen Ablesungen erschwert 
Dieser Nachteil wird durch die Methodik bedeutend beseitigt: die 
Verdampfung geht in einem kleinen Blaschen vor sich, wobei das 
Gleichgewicht schnell hergestellt wird. Andererseits erfahren einige 
physiologische Fliissigkeiten bei Temperaturen iiber 60°C eine Ver- 
inderung ihrer Zusammensetzung; es findet z. B. Ausscheidung von 
FiweiB statt, was die Frage iiber die Umkehrbarkeit der Oberflachen- 
spannungskurve mit der Temperatur aufkommen 1aBt 

Was die Umkehrbarkeit der Kurven anbetrifft, so muB bemerkt 
werden, daB sich bei bedeutender Veranderung der Zusammensetzung 
der Fliissigkeit bei ihrer Erwarmung eine Umkehrbarkeit’ der Kurve 
6 —?¢ natiirlich nicht erwarten laBt. Wo das aber nicht der Fall ist, 
muB die Umkehrbarkeit der Kurven 6 = /(7') genau dieselbe sein, 
wie bei Lésungen chemisch reiner Stoffe. Die Nichtumkehrbarkeit 
im ersten Falle mu8 ebenfalls fiir den Charakter der in der Fliissigkeit 
vorhandenen oberflachenaktiven Stoffe sprechen. Der Verlauf von 6 
und E mit der Temperatur gewahrt auBerdem die Méglichkeit, die 
Veranderungen, welche im System vor sich gehen und die durch keine 
andere analytische Methode zu bestimmen sind, zu verfolgen 

Endlich ist der Charakter der Kurven der gesamten Oberflachen- 
energie, die wir auf Grund unserer Versuche erhalten haben, der 
Kurven £ fiir Lésungen chemisch reiner Stoffe analog, was ebenfalls 
fiir die GesetzmaBigkeit der untersuchten Oberflachenerscheinungen 


bei physiologischen Fliissigkeiten spricht. 
Ich bin der Ansicht, daB die Untersuchung der Oberflacheneigen 
schaften physiologischer Fliissigkeiten, der gesamten Oberflachen 
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energie, der Oberflachenspannung bei verschiedenen Temperature: 
und der Adsorption ebenfalls eine analytische Methode zur Beurtei] 
eventueller Verainderungen, im Molekularzustande dieser Fliissigkeit« 
darstellt. Was die pathologischen Fliissigkeiten betrifft, so werden 
von mir und meinen Kollegen bereits untersucht und finden ihre villig: 
Bestatigung. 

Zusammenfassung. 

1. Saimtliche physiologische Flissigkeiten lassen sich in zw: 
Gruppen einteilen: 1. in oberflacheninaktive Fliissigkeiten (Harn 
Magensaft) und 2. in oberflachenaktive Fliissigkeiten (Blut, Milc} 
Galle, Speichel). In der Mitte stehen Humor aquaeus und Cerebrospina 
fliissigkeit, bei denen die Oberflichenspannung mit der Temperatw 
linear abnimmt; 46, = /(7') jedoch nimmt bei ihnen ununterbrochen 
zu und wird bei ¢ > 100°C ein Maximum haben. 

2. Die gesamte Oberflaichenenergie oberflachenaktiver, physiolog 
scher Fliissigkeiten hat bei einer bestimmten Temperatur ein Maximum 
bei wenig oberflichenaktiven Fliissigkeiten andert sich die gesamt 

, OE 
Oberflachenenergie mit der Temperatur nicht ( : 0). 

OT 

3. Die Oberflachenspannung wenig oberflachenaktiver physiolog 
scher Fliissigkeiten nimmt mit der Temperatur linear ab; bei ober 
flachenaktiven physiologischen Fliissigkeiten aber Andert sich cir 
Oberflachenspannung mit der Temperatur nach einer typischen Kurve 

4. Die gesamte Oberflichenenergie der Milch zeigt bei 60° C einen 
schroffen Anstieg. 

5. Der Charakter der Kurven 6= /(7) und E= f(T) ist be 
den von mir untersuchten physiologischen Fliissigkeiten den fii 
Lésungen chemisch reiner Stoffe erhaltenen Kurven vollig analog 

6. Die untersuchten Oberflaichenerscheinungen physiologische: 
Flissigkeiten stellen eine analytische Methode sowohl zur Bestimmung 
der Oberflicheneigenschaften von Fliissigkeiten wie auch zur Bew 


teilung des Charakters ihrer eventuellen Verainderungen dar. 

7. Eine Bestimmung der Oberflichenspannung physiologische: 
Fliissigkeiten nur bei einer Temperatur (bei etwa 20°C) kann die Ober 
flacheneigenschaften dieser Fliissigkeiten nicht vollkommen charak 
terisieren. 
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Zur Methodik der Chininbestimmung nach dem Verfahren 
yon Hartmann und Zila. 


Von 
J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


\us der chemo-therapeutischen Abteilung des Tropeninstituts des Volks- 
komumissariats fiir Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Einge gangen am 13. Juni 1927.) 


Das Chinin kann auf zweifachem Wege aus zusammengesetzten 
Gemischen abgesondert werden: durch Fallung in Form eines unlds- 
lichen Niederschlags oder durch Extraktion mit einem passenden 
Lisungsmittel. Als gutes Lésungsmittel fiir Chinin ist noch von Liebig 
\ther vorgeschlagen worden. Aber wie es kein spezielles Fallungs- 
mittel! fiir Chinin gibt, so zieht auch jedes Lésungsmittel auBer dem 
Chinin auch andere Stoffe aus. Diese Umstinde machen Schwierig- 
keiten bei der Ausarbeitung einer guten Methode der quantitativen 
Chininbestimmung in den Ausziigen von Tier- und Pflanzengeweben. 

Von den Methoden, bei denen zur Extraktion des Chinins Ather 
angewandt wird, ist als genau das von H. H. Meyer vorgeschlagene, 
von Hartmann und Zila? beschriebene Verfahren angenommen. An 
scheinend ist diese Methode von ihrem Verfasser nicht beschrieben 
worden, jedenfalls gelang es uns nirgends, Angaben dariiber zu finden 

Das Verfahren von H. H. Meyer beruht auf der Ausfillung des 
Chinins mittels Tannin und der nachfolgenden Extraktion des freien 
Alkaloids mit Ather und stellt eine Kombination der von verschiedenen 
Verfassern friiher vorgeschlagenen Methoden dar. Die Ausfallung 
durch Tannin wurde zuerst von Quevenne® fiir die Ausscheidung des 


1 J. A. Smorodinzew, Die Methoden der quantitativen Bestimmung 
des Chinins, Russ. journ. of trop. medicin 1926, Nr. 1, 8. 21. 

2 H. Hartmann und L. Zila, Miinch. med. Wochenschr. 64, 1597, 1917; 
Arch. f. exper. Pathol. 88, 221, 1918. 

§ Quevenne, Journ. de chim. med. [2] 4, 460, 1838. 
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Chinins aus dem Urin vorgeschlagen, spater wurde diese Met} 
von Vial!, Kerner*, Lefort®, Personne* u. a. benutzt. 


Selbstverstandlich schlagt das Tannin mit dem Chinin noch 
andere Stoffe (Erdalkalien, organische Basen, Pigmente) nieder 
man erzielt andererseits keine véllige Ausscheidung des Chinins, wem 
der Lésung neutrale Chininsalze vorhanden sind?. Die <Auszie} 
des Chinins mittels Ather wurde von Liebig, dann von Zimm 
Dragendor{f*, Salkowski’, Vitali®, Giemsa® und _ vielen ander 


angewandt. 


Um diese Verfahren der Chininausscheidung zu _ priifen, hal» 
Hartmann und Zila nur eine Analyse des normalen Harns unter Zusat; 


von 0,005g Chininum hydrochloricum ausgefiihrt; in einer Halft 


entdeckten sie 0.0049 g¢ (98°,), in der zweiten 0.0054 ¢g (108°, 
fanden diese Angaben fiir geniigend, um nachfolgend 2000 Harnanalyse 
nach dieser Methode auszufiihren. 


Der Methode dieser Verfasser folgend, konnte Becker™ im Ser 
des Pferdes und Kaninchens ein Chinindefizit von 30 bis 64°, fest 
stellen, wihrend Neuschlosz™ aus dem Harn nur 13 bis 65°, des hin 
zugesetzten Chinins zuriickbekommen konnte. 


Die Verfasser, die sich der Methode von H. H. Meyer bedienten 
stellten keine Versuche weder mit Harn ohne Chinin noch mit wisserige: 
Lésungen des Alkaloids an. 

Um diese sehr wichtige Liicke auszufiillen, fiihrten wir eine Reih« 
von Bestimmungen nach Hartmann und Zila mit reinen Reagenziec: 
ohne Chinin, mit wasseriger Chininlésung, mit dem Harn von Patiente) 
welche kein Chinin bekommen hatten, und mit dem Harn bei Hinzu 
fiigung von Chinin aus. 


! Vial, Chem. pharm. Centralbl. 1853, 8S. 160. 
2 G. Kerner, Pfliigers Arch. 2, 200, 1869. 
J. Lefort, Journ. de pharm. chim: [4] 9, 170, 241, 1869. 

* Personne, Journ. de chim. pharm. 28, 354, 1878. 

5 OC. Zimmer, Hartung und Schwarzkopf, Chem. d. organ. Alkali, 5. 232 
Miinchen 1855. 

6 G@. Dragendorf{, Pharm. Zeitschr. f. RuBland 1857, H. 10; Zeitsc! 
f. analyt. Chem. 7, 521, 1868. 

7 E. Salkowski, Centralbl. f. med. Wissensch. 12, 718, 1874. 

8 Vitali, Journ. de chim. med. 1874, S. 210. 

® G.Giemsa und H. Schaumann, Arch. Sch. u. Tr. Hyg., Beith. 3, 1907 
S. 130. 

10 BE. Becker, diese Zeitschr. 108, 63, 1920. 

1 §, M. Neuschlosz, Pfliigers Arch. 184, 190, 1920. 








Zur Methodik der Chininbestimmung. 281 


Bestimmungsmethode. 


200 cem Harn werden mit 5cem 2n (NH,),CO, alkalisiert, darautf 
rden 15 cem n MgSO, zugesetzt und mit 5cem 10° igen Tannins aus- 
gefallt. Der Chinin enthaltende Niederschlag wird abfiltriert, quantitatiy 
eine Schale iibergefiihrt, im Wasserbad mit 5g Ca(OH), im Verlauf 
von 30 Minuten zersetzt und die heiBe Lésung filtriert. Der Niederschlag 
auf dem Filter wird mit heiBem Ammoniakwasser bis zur vélligen Chinin- 
entfernung ausgewaschen. Nach der Abkiihlung wird das Filtrat mit 
100 cem Ather geschiittelt; 50 cem des Atherauszugs werden abgedampft, 
getrocknet bei 100° und gewogen. Das ermittelte Gewicht soll den Gehalt 
un Chinin in 100 cem der Ausgangsfliissigkeit ergeben. 

a) Um festzustellen. ob die Reagenzien selbst im Verfahren von 
Hartmann und Zila eine Gewichtszunahme geben kénnen, fiihrten wir 
alle diese Prozeduren mit reinem Wasser statt Harn oder einer wasserigen 
Chininlésung aus: 

1. Nach Abdampfen von 50 cem Ather 0,0000 g Riickstand 


— a - 50, . 0,0000 ¢ ao 


d. h. die Reagenzien selbst beeinflussen die Ergebnisse der Analyse nicht. 


b) Bei wéisseriger Chininlésung ergibt diese Methode fast quan- 


titative Resultate: 








y ; Freies Alkaloid Berechnet auf >i 
Nr. Zugesetzt gefunden salzsaures Chinin Differens 
& & & 8 
1 0.005 0.0044 0.0054 + 0.0004 
2 0.005 0.0048 0.0058 + 0.0008 
c) Ausscheidung von ,,Chinin‘* von chininfre‘em Harn. 
Nr. der Gewicht des Niederschlags Nr. der Gewicht des Niederschlags 
Bestimmung g Bestimmung g 
1 0.0040 12 0.0042 
9 0.0036 13 0.0042 
3 0.0041 14 0.0058 
4 0.0034 15 0.0046 
5 0.0042 16 0.0044 
6 0.0030 17 0.0058 
7 0.0033 
Jurchse : O.0040 
Q 0.0044 Durchschnitt: 4 
9 0.0034 Auf Chininum hydro- 
10 0,0028 chloricum berechnet: 0,00489 
11 0.0030 





Unsere Versuche ergaben, daB der Trockenriickstand des Ather- 


auszugs von wirklich chininfreiem Harn zwischen 0,0028 und 0,0058 g 
im Durchschnitt 0.00489 ¢ — schwankt. Auf diese Weise nahert sich 
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die absolute GréBe des Durchschnittsgewichts, der Riickstand es 


chininlosen Harns sehr den Zahlen des Grundversuchs von Hartma 
und Zila mit Harn, dem 5mg Chininum hydrochloricum zugesetzt 


waren, an. 


d) Bei Hinzufiigung von Chinin zum Harn fanden wir immer 
mehr Chinin als wir hinzugefiigt haben. 





Freies Alkaloid Berechnet auf 


Nr Zugesetzt gefunden salzsaures Chinin Differenz 
& & g 2 
1 0.005 0.0064 0.0078 + 0.0028 
2 0,005 0.0070 0.0086 + 0.0036 
Auf Grund unserer Versuche ist die Methode von Hartmann un 


Zila nur (in gewissem MaBe) fiir wasserige Chininlésungen anwendbar 
Fiir die Chininbestimmung im Harn ist diese Methode véllig unbrauchbar 
und trotzdem bedienten sich dieser Methode viele Verfasser zur Bx 
stimmung des Chinins im Harn, oder sie benutzten die ,,genaue Method: 
von Hartmann wnd Zila zur Priifung der von ihnen angewandten Ver 
fahren. 

Betreffs der Methodik selbst kénnen folgende Bemerkunge: 
gemacht werden: 

1. Nach dem Zusatz von 5ccm 2n (NH,),C O, bleibt die Reaktior 
des Harns in den meisten untersuchten Fallen noch auf Lackmus saue1 
(nach Hartmann und Zila muB sie dabei alkalisch werden). 


2. Nach Hinzufiigung jes Tannins fallt ein Niederschlag in ver 
schiedener Menge aus; an Pigment reicher Harn ergibt einen reic! 
licheren Niederschlag. 

3. Beim Stehen bleibt das Tanninfiltrat in vereinzelten Fille: 
durchsichtig, gewéhnlich aber triibt es sich und scheidet wiederm 
einen Niederschlag aus. 

4. Nach Schiittelung mit Ather geht ein mehr oder weniger grobe 
Teil des Athers (15 bis 20 cem) in die Lésung iiber, und nach det 
Extraktion macht die Atherschicht bereits nur 80 bis 85 ccm anstatt 
100cem aus. Fiir die Abdampfung werden aber immer gewohnlic! 
50 cem genommen. 

5. Die Menge des nach dieser Methode bestimmten Chinins ent 
spricht nicht 100 cem Harn, sondern einer gréBeren Menge. 


6. Die Methode ist sehr zeitraubend, die Bestimmung dauert 


etwa 3 Stunden. 
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SchluBfolgerungen. 
1. Das Verfahren von Hartmann und Zila wird mit Unrecht den 
venauen” Bestimmungsmethoden des Chinins im Harn zugerechnet. 
2. Normaler, chininfreier Harn ergibt einen Niederschlag, der 
nicht vernachlassigt werden kann. 
3. Die Prozedur der Chininausscheidung ist zu kompliziert, zeit- 
raubend und besitzt keine Vorziige vor der einfachen Ausziehung des 


mg Chinins mit Ather. 

4. Die Einzelheiten der Methode sind schwach ausgearbeitet und 
die Methode ist von den Verfassern, die sie vorgeschlagen haben, 
ginzlich unbegriindet. 

5. Die Léslichkeit des Athers im Wasser fiihrt zu einer scheinbaren 
gréBeren Chininausbeute, als es in Wirklichkeit ist. 

ne 6. Die Gewichtszunahme bei dieser Methode wird durch die Bei- 
u mengung nebenseitiger Stoffe und durch die teilweise Wasserléslichkeit 
ul des Athers verursacht. 

. 7. Das Chinindefizit bei manchen Verfassern konnte auf dem 


unvollstandigen Ausfallen des Chinins durch das Tannin und dem 
I ungenitigenden Auswaschen des Tanninniederschlags beruhen 








Zur Methodik 
der Katalasebestimmung im Blute und in den Tiergeweben. 


Von 
E. Gagarina. 
(Eingegangen am 6. Juli 1927.) 
Die in dieser Zeitschr. 185, 63, 1927 unter dem Titel ..Zur Method 


der Bestimmung des Blutkatalasegehalts’* veréffentlichte Mitteil 
von Golzow und Jankowsky stellt im groBen und ganzen eine Wieder 


holung eines Teiles der Arbeit dar, die ich gemeinsam mit Hern 


W. Jankowsky unter Leitung und im Laboratorium von Prof. L. Ster vO 

seit fast 2 Jahren ausfiihre. Alle von Golzow und Jankowsky angegebene he 

methodischen Einzelheiten und SchluBfolgerungen sind bereits 

ersten Teile unserer im Journ. d. exper. Biol. u. Med. 7. 33, 1926 er- x 

schienenen Arbeit enthalten. m 
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C0.- und 0,-Analysen mit dem Haldaneapparat 
mittels automatischer Schwenkung. 


Von 
Gerh. Gmeiner. 
\us der Medizinischen Universitatsklinik, Leipzig.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1927.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur Analyse von Gasgemischen auf O, und CQO, bedient man sich 
vorzugsweise der Apparate von Haldane und des auf demselben Prinzip 
beruhenden Apparates von Carpenter. 

Jede Analyse erfordert mit dieser Apparatur ein vielmaliges, 
zeitraubendes Schwenken eines QuecksilbergefaBes; dieses Schwenken 
muB sehr genau und gleichmaBig ausgefiihrt werden; die geringste 
Abweichung in der Bewegung nach oben oder unten zerstért die Analyse 
und damit oft einen ganzen stundenlangen Versuch ; auBerdem ist nach 
einem derartigen MiBgeschick eine sehr zeitraubende Reinigung des 
\pparates notwendig 

Der Gedanke, eine maschinenmaBige Arbeit auch auf eine Maschine 
abzuwalzen, ist also sehr naheliegend. 

Das Heben und Senken des QuecksilbergefaéBes kann durch eine 
rotierende Bewegung ersetzt werden; das GefaB wird dazu an einen 
hebelartigen Arm gehingt. Die Héhe der Schwenkung laBt sich durch 
die gewahlte Entfernung des Aufhingepunktes vom Drehungsmittel- 
punkte bestimmen. Aus diesen Grundlinien ist die Konstruktion 
des ganzen Schwenkapparates abzuleiten. Bei dem Apparat (Abb. | 
und 3) sind 3 Hauptteile zu unterscheiden: 

1. Der auf einer Achse aufmontierte Arm A, der einen beweglichen 
Laufer mit Ose tragt (LZ), in welcher das QuecksilbergefaB aufgehangt 
wird. 


2. Ein Gestell zur Lagerung der Achse und Einstellung ihrer Hohe 


zum Haldane-Apparat. 








2R6 G. Gmemer: 
3. Der Motor (1), der durch Treibriemen und Schneckeniil 

tragung die Achse in Drehung versetzt und durch verschiedene VW 

des Widerstandes und der Ubersetzung (U’) eine Regulierung 


Schwenkungsgeschwindigkeit erlaubt. 
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Abb. 1. Einstellung des G+ Punktes Kr 
\| 


Der hier verwandte Haldaneapparat hat eine Biirettenteilung von 
(unten) bis 2,4cem. Jede Analyse wird begonnen, indem erst der Queck 
silbermeniskus auf den Nullpunkt eingestellt wird und darauf der Spieg: 
der Kalilauge durch einen Schieber markiert wird. Diese Einstellung hat 
den groBen Vorteil, daB die analysierten Kubikzentimeter CO, und 0 we 


sogleich ohne Umrechnung abgelesen werden kénnen. 
Der Apparat soll aber noch eine weitere Anforderung erfiillen 
Er soll nicht nur durch Heben und Senken des QuecksilbergefaBes 
dal 


den Haldaneapparat automatisch bedienen, er soll auch eine genav 

Einstellung des Quecksilbermeniskus in der Biirette erméglichen, ohn 

daB ein Umhangen des QuecksilbergefaBes nétig wird, da eine dei wii 
ZU ed 


artige Manipulation sehr leicht durch ungeeignete Bewegungen 
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CO, 


emem Hochschneilen der Kalilauge in den Glashahn fiihren kann, 


wodurech dann die Analyse verdorben ist. 


Der von P. Martini und A. Pierach veréffentlichte Schwenk- 
pparat laBt diese Gefahrenquelle vollkommen offen, denn er erfordert 

Laufe einer Untersuchung ein mehrmaliges Umhangen des Queck- 
Haldane auf die rotierende Schwenkvorrichtung; 
nd dabei ist die Gefahr eines MiBgeschickes sehr groB. 

Um dieses Umhangen bei der Nullpunkteinstellung und bei der 
\blesung zu vermeiden, ist der Schwenkarm A so lang gewahlt, daB 
vertikaler Armstellung der Laufer mit dem QuecksilbergefaB so 
gefiihrt werden kann, daB der Quecksilbermeniskus in der Biirette 


Nullpunkt steht. 


Anwendung des Apparats. 
1. Die Einstellung zum Haldaneapparat bleibt dann fiir alle Ana- 
ysen unveraindert. Dazu gehért: 
1. Feststellung der Achsenhdéhe. 
2. Ermittlung der auBersten Grenze jeder Schwenkung, so daB 
Kalilauge und Pyrogallol nicht in die Glashahne schnellen. 
3. Erprobung der giinstigsten Schwenkungsgeschwintigkeit (Re- 


« 
»”. 


gulierung durch Ubersetzung und Lampenwiderstand). 
4. Bestimmung der zur Nullpunkteinstellung notwendigen Arm- 


ange. 
Zu 1. Zur Feststellung der richtigen Achsenhéhe stellen wir den 


Schwenkarm horizontal und f&hren den Laufer dicht an den Achsenkopf; 


vingen wir jetzt das QuecksilbergefaB des Haldaneapparats ein, so soll 
ler Quecksilbermenikus etwa in der Mitte der Glaskugel der Haldane. 
jiirette stehen. 

Zu 2. Die Schwenkungshéhe wird ermittelt: Ist der Arm vertikal 
vestellt und befindet sich das QuecksilbergefaB im héchsten Punkt seines 
Kreislaufes, so soll das Quecksilber in der Biirette dicht bis zum Hahn | 
Abb. 1) steigen; drehen wir 180° weiter, so soll der Quecksilbermeniskus 
n der Biirette nicht viel unterhalb der Biirettenkugel stehen und die Kali- 
lauge im AbsorptionsgefaB (A) gerade bis zur Kapillarenmiindung steigen. 

Zu 3. Die Schwenkungsgeschwindigkeit kann durch das gewihlte 
CUbersetzungsverhaltnis und durch Einschalten eines Lampenwiderstandes 
reguliert werden. Es ist anzustreben, den Motor so langsam wie méglich 
aufen zu lassen, da er dann am ruhigsten léiuft; das optimale Verhiiltnis 
zwischen Ubersetzung und eingeschaltetem Widerstand mu8 durch Pro- 
bieren gefunden werden. 

Im Beginn lasse man lieber zu schnell schwenken, da dann die Gefahr, 
daB Lauge in die Glashaihne tritt, geringer ist, weil bei schnellerer Um- 
lrehung jede Schwenkbewegung nicht zur vollen Auswirkung kommt. 

Zu 4. Der Arm ist im Achsenmittelpunkt verstellbar angeordnet und 
wird mit der Schraube S (Abb. 2) festgestellt, so daB der Schwenkapparat 
werden kann. Die richtige Armlange 


edem Haldaneapparat angepaBt 
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ist erreicht, wenn bei vertikal gestelltem Arm das QuecksilbergefaB gerac 
so tief hangt, daB der Hg-Meniksus in der Biirette am Nullpunkt 


Biirettenskala steht. Ist der Schwenkapparat einmal in dieser Weise zum 


Haldaneapparat eingestellt, so bleiben dics 
fixierten Einstellungen bei allen Analysen 
verandert. 

[Die hier angegebenen Bewegungen 


gleich mit der Hand ausgefiihrt werden, da de: 
Schwenkarm mit der Achse nicht starr, sondern 
durch ein Feder-Adhdsionsgelenk verbunden 
(Abb. 2).] 

Ll. Die Ausfiihrung einer Analyse: 
~federkupplung Nachdem in der iiblichen Weise das zu 
untersuchende Gasgemisch in die Biirette ein 
gefiillt ist, wird die Apparatur die in Abb. 1 skiz 
zierte Stellung einnehmen. Das Quecksilber 
gefiB wird im tiefsten Punkt des _ vertika| 
gestellten Schwenkarmes hangen (Nullpunkt 
einstellung). 





; Die Feineinstellung des Quecksilbermeniskus 
in der Biirette wird so vorgenommen, da8B man 
das Schwungrad des Motors SR (Abb. 1) als 




















| Steuerrad benutzt und durch vorsichtiges Drehen 
: ein Steigen oder Fallen des Hg-Meniskus erreicht 
Abb. 2 bis er auf die gewiinschte Markierung ein 


gestellt ist. 

Die weiteren Handgriffe einer Analyse sind folgende: 

1. Biirette mit der Kalilauge verbinden, Laufer zentral verschieben 
Motor anstellen. 

2. Nach geniigender Schwenkung Motor abstellen, wenn Schwenk 
arm wagerecht steht (sonst schieBt Kalilauge in den Giashahn 
Laufer peripher verschieben und Schwenkarm senken (Feineinstellung 
durch Schwungrad des Motors), bis Kalilauge an der Marke steht 
ablesen. 

3. Den Haldaneapparat auf Pyrogallol umstellen, Laufer zentra 
verschieben, Motor anstellen usf. 

Ill. Die Vorteile der automatischen Schwenkung sind: 

1. Es wird Zeit gespart. Der Untersucher kann, wahrend der 
Apparat automatisch schwenkt, andere Arbeiten in Angriff nehmen 
Eine Beaufsichtigung wahrend des Laufens erfordert der Apparat nicht 

2. Es wird unnétige Arbeit gespart. Bei richtiger Handhabung 
des Apparates ist die Gefahr, daB Kalilauge oder Pyrogallol in die 
Glashahne schnellt und die Analyse und Apparatur verdirbt, ganz 
ausgeschaltet, denn das QuecksilbergefaB bleibt unverandert am Laufe' 


Schwenkarmes kénnen ohne Anstellen des Motors 











CO,- und O,-Aanalysen mit dem Ha!ldaneapparat 
Schwenkarmes hangen Jede ausfahrende gefahrli he 


dem QuecksilbergefaB ist unmdglich, da die 


Laufer und Schwenkarm begrenzt und vorgeschrieben sind 
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Abb. 3. Apparat im Betrieb 
Es werden nicht nur unndétige, zeitraubende 
gespait sondern das oft so argerliche Fehlschlagen einer 
Untersuchung wird ebenfalls sicher vermieden 
Der Apparat ist in hiesiger Klinik seit einem halb« 
Betrieb und hat sich gut bewahrt. 


Notgemeinschaft ce 


\pparat ist fur die 
Firma Zirrunne rie 


Dy r bes« hiri bee Tie 


Wissenschaft nach unseren Angaben von der 
Stétteritz, Wasserthurmstrabe, gebaut worden und der Klir 
Notgemeinschaft zur Verfiigung gestellt worden, wofiir wit 
sonderem Danke verpflichtet sind, 
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Beitrag zur Reinigung der Malzamylase. 


Von 


Ek. Glimm und W. Sommer. 


Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Nahrungsmittelchemie und landw 


schaftliche Gewerbe der Technischen Hochschule Zu Danzig. 
(Kingegangen am 7. Juli 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Theoretischer Teil. 
Versuche, die Malzamylase in reiner Form darzustellen, sind 
den letzten Jahren mehrfach unternommen worden. 


Eine zusammentassende Darstellung tiber die bisherigen Versue! 


vgaben kiirzlich Liters und Sellner (1). Thnen selbst war die Reinigung «: 


Malzamiy lase durch Benutzung der W illstdtter schen Adsorptionsme the 
weitgehend geglickt. Sie konnten mit Aluminiumhydroxyd die Amyla 
zum groBten Teile absorbieren und die Elution aus dem Absorbat dur: 
Vasser bewirken, durch das ein kraftiger Kohlensaurestrom geleitet wut 
Noch bessere Resultate erzielten sie durch Elution mit einer Lésung, « 
zu gleichen Teilen aus m 15 sekundéirem Natriumphosphat und primar 
Kaliumphosphat bestand. Alle Operationen wurden bei méglichst niede1 
Temperatur ausgefiihrt. Durch zweimalige Absorption an Tonerde w 
Eluieren mit der Phosphatlésung stieg das Fermentvermégen der Wii 
auf annahernd das Hunderttache. 

Die Analyse des reinsten Praparats von Liters und Sellner hatte folgend 
Resultat : 


Der absolute Amylasenwert betrug etwa 1.6 
Proteingehalt: im Ausgangspriiparat . ; $2.99 
Reinpraparat .. o2 74.4 
Kohlehydratgehalt: im Ausgangspraparat ; $3.56 
Reinpraparat : ‘ae eee 


Es fallt besonders das Steigen des Proteingehalts mit der steigend 
Reinheit der Amylase auf. Trotzdem will Liters bis zum Vorliegen ne 
Resultate die Amylase noch nicht zu den EiweiBkérpern in unmittelba 
Beziehung setzen. Er erinnert an die Befunde Willstdtters, dessen ho« 
aktive Praparate aus Pankreas keine Eiweibreaktion mehr gaben w 
negativ auf Aminosaéuren und Kohlehydrate reagierten. 

Die Kinetik der diastatischen Starkehydrolyse wurde sehr genau 
den mit Malzenzym ausgefiihrten Arbeiten von H. +. Euler und O. Svanberg 


untersucht. Es zeigte sich, daB die Reaktionskonstante einen schart 
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ck bekommt, wenn 0,75 g Maltose aus | g Starke, d.i. 71 der theoreti- 
en Menge entstanden ist. Daher ist bei der Berechnung der Reaktions 
stante bei Anwendung von Ig Starke O,75g¢ Maltose als Antangs 
zentration zu setzen. Bei Malzamvlase wurde von Liters und W. Was- 
ad (3) bis zu einem Umsatz von 50 Proportionalitat von Reaktion 
wr und gebildeter Maltose gefunden. 

Auf Grund der genauen Proportionalitat zwischen Reaktionskonstante 
1 Enzvmimenge hat Wil/stdtter als Mab fiir die Menge und Konzent ration 
r Amylase den Begriff der Amylaseeinheit (Am. E.) eimgefiihrt und 
rsteht darunter den hundertfachen Bet rag derjyenigen Enzvimmenyge, 
beim Stairkeabbau unter festgelegten Bedingungen die Reaktions 


nstante O.OL ergibt (4). Bei einer molekularen Reaktion berechnet sich 


Reaktionskonstante & nach der Forme!l 


bedeutet in der Forme! die Reaktionszeit, a die Anfangs- und a& die End 
nzentration, a r die zur Zeit ( noch vorhandene Subst ratkonzent ration. 
Den enzymatischen Reinheitsgrad eines Praparats driickt nach Well 
itter der Amylasewert (Am. W.) aus, d. h. die Anzahl der Am. EF. in 0,01 
Substanz. 
Am. E. . 0,01 bk. 0,01 


Am W _—— on 
g Trockensubstanz r.s 


—~ 


uler (5) hatte vorher eine etwas andere Einheit aufgestellt. Auch er lehnt 


nit seiner Einheit an die Reaktionskonstante an und bezeichnet als Vet 
muckerungsvermoégen (Vz. F.) 
, 7 k Maltose 
Vz.k _ 
rs 
Hier bedeutet A wieder dh Reaktionskonstante, / Ww Maltose der im CGrenz 


ibbau verzuckerungstahigen Starke. 


Experimenteller Teil. 
Arbeitsmethode. 


Die Versuche wurden angestellt mit Diastase .Werch Als Substrat 
liente ,.lésliche Starke’ Kahlbaum. Die Bereitung der DiastaselOsung 
erfolgte dureh Anreiben des Pulvers mit etwas Wasser, Auffiillen auf ein 
bestimmtes Volumen und Filtration. Die Starkel6sung war stets 2°12, 
vuuf nicht getrocknete Starke berechnet. 

Ein sternférmiges Reagenzglasgestell, das sich in einem geraumigen 
Wasserbad befand, wurde mit einer Anzahl Reagenzgliser beschickt 
Die Temperatur wurde durch ein angehingtes Thermometer kontrolliert 
Die Festlegung der optimalen py 5 erfolgte durch Zugabe einer Phosphat 


uffermischung. Als Puffermischung wurde verwendet : 


m 15 sekundires Natriumphosphat (11,876 ¢ aut | Liter), 
m 15 primares Kaliumphosphat (9,178 ¢ auf 1 Liter). 
Mischungsverhaltnis 0.05 cem sekundares Phosphat O95 com primares 


Phosphat. 

Als Indikator wurde Methylrot benutzt. 

Eine besondere Aktivierung durch Phosphat puffer Im (Cregensatz zun 
\cetat puffer wurde in den Versuchen nicht beobachtet. 
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Nach bestimmten Zeiten wurde die Reaktion zur Feststellung 
vebildeten Maltose sistiert dureh Zuvaln Von 37) ypten 34 wer Na 


ative und «ie gebildete Maltose bestimmt In edes Reagenzrol 


wurde der Reihe nach einpipettiert 


1. Starkel6sung, 2°,ige (Rohpriparat) lO cen 
2. Puftermischung e, 
3. Enzymlosung (entsprechend 5 mg Rohpraparat i 
Cesamtvolumen 2BO cen 
Das Volumen der Pufferlésung betrug also stets x, 20) iD ’ 
Die Titration des Zuckers erfolgte nach der Hypojoditmethocds 
R. Willstdtter und G. Schudel (6). Die Reaktion geht fiir Maltose 


folgender Gleichung vor sich 
C,,H.,0,,.CHO + J 3 NaOH 
C,,H.,0,,.COONa + 2NaJ 2H,O 


11 

Es entspricht 1 cem n,10 Jodlésung IS mg Maltose. Nach Sistierung 
Reaktion mit Natronlauge wurden aus jedem Reagenzglas 10 cem hera 
pipettiert, mit 20 ccm n/10 Natronlauge und 10 cem n 10 Jodlésung verset 
und der Reihenfolge nach die verbrauchte Menge Jodlésung nach 10 Mir 
lurch Ansauern mit verdiinnter Schwefelsaure und Zuriicktitrieren 

n 10 Thiosulfatlésung bestimmt. 

Zur Bestimmung des Leerverbrauchs der alkalischen Jodlésung dur 
Proteine, Zucker, Alkohol usw. wurde jedesmal ein blinder Versuch a 
gesetzt (in den Tabellen unter Min. 0 angegeben). Der Wert fiir verbraucht 
Kubikzentimeter n 10 Thiosulfatlésung nach ,,0 Minuten“ entspricht der 
Titer der alkalischen Jodlésung nach Abzug des Leerverbrauchs 

Zur Priifung der Amylasepriparate auf niedere Eiweifstof/e w 
die Reaktion mit Triketohydrindenhydrat benutzt. Aminosiéuren, we 
eine free Aminogruppe und eine freie Carboxylgruppe besitzen, geber 
lriketohydrindenhydrat eine Blaufarbung. Polypeptide, Pepton 
KiweiBstotfe verhalten sich zum Teil ebenfalls positiv. Die Empfindlich| 
der Reaktion ist fiir Alanin 1: 26000. 

Schwach alkalische Reaktion verhindert die Reaktion. Deshalb erf 
die Priifung der alkalischen Elutionen erst nach Anséiuern mit n 10 E 
siure (Lackmusrot). Die Kochdauer betrug mindestens 10 Minuten 


Vorversuche. 
Untersuchung der kdutlichen Diastase. 
Zur Untersuchung der wasserigen Ausziige der Diastasepraparate 
wurde je Lg Praparat zu 100 ccm Wasser gelést und im Filtrat d 


Trockensubstanz, der Stickstoff nach Ajeldah? und die Kohlehydrat« 


n ich Soxrhlk f bestimmt In det folgenden Tabe lle geb nw i die Resultate . 


die wir bei der Analyse von drei Praiparaten (.Verck) gewannen. 





Kohlehydrat« 


T'rockensubstanz N der 
Diastase — . y als Maltose) der 
in 100 com Lésung Trockensubstanz 
Trockensubstan 
] 642 6.5 5.6 
Il 0.646 D5 7.3 


Ill 0.846 SS RA 
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KinjluB des Alkohols auj die Aktivitdt der Amylase. 


Um die Abbaufihigkeit von Diastase in alkoholischer Lésung 
gegentiber léslicher Starke feststellen zu kénnen, muBte die Konzentra- 
tion des Alkohols so gewahlt werden, daB die Starke noch nicht aus 
flockte. Eine Mischung von 700 Teilen 96 vol.-°,igem Alkohol mit 
50 Teilen Wasser rief, mit der gleichen Volumenmenge 2 °,iger lésliche: 
Starkelésung (Kahlbaum) versetzt, noch keine Fallung nach 24stiindigem 
Stehen hervor. Je leem 0,5°%ige Diastaselésung, 8cem 50 vol.-°iger 
\ikohol wirkten in der iiblichen Weise auf 10 cem Starkelésung nach 
Zusatz von leem Phosphatmischung ein. Die Werte sind in der Kurve 
Abb 1 graphisch dargestellt. Auf der Abszisse sind die Zeiten in Minuten 
iufgetragen, auf der Ordinate befinden sich die Werte fiir die zugehérigen 
verbrauchten Kubikzentimeter n/10 Jodlésung, die der gebildeten 
Maltosemenge entsprechen. Die Kurve zeigt gegen Ende eine Hem- 
mung. Der experimentell ermittelte Grenzabbau in wisseriger Lésung 

3,6cem n/10 J stimmt mit dem Extrapolationswert der Kurve 1a 
iiberein. Berechnet auf diesen Grenzabbau = 3,6 ccm n/10 J, zeigt 
die Amylase in 50 vol.-°,iger alkoholischer Lésung fiir 21 Minuten die 
hte Reaktionskonstante k, = (1/21 log 3,6/1,5) = 0,0181. Fiir die wisserige 
Diastaselésung gleicher Konzentration berechnet sich fiir’ 21 Minuten 
k, = 0.0370. Das Verhaltnis k,/k, 0,0181/0,0370 = 0,5 ergibt den 
relativen Alkoholhemmungsfaktor der Reaktionskonstante, berechnet 
fiir 21 Minuten. Bei der iiblichen Messung von k nach der Halb- 
spaltungszeit (10 Minuten) kann der Alkoholhemmungsfaktor  ver- 
nachlassigt werden. 


Zur Bestimmung der Léslichkeit der Amylase in 50 vol.-°,igem 

Alkohol wurden 0,5g der Diastase im Porzellanmérser mit 100 ccm 

50% igen Alkohol angerieben und filtriert. Das goldgelbe alkoholische 

Filtrat wurde fiir sich untersucht (l cem), Der Filterriickstand wurde 

in 100cem destillierten Wassers gelést und davon ebenfalls | cem unter- 

sucht. Fiir die alkoholische Lésung berechnete sich k, = 18 Minuten 

te 0.0069. Fi die wasserige Lésung des Filterriickstandes k, 18 Minuten 

0,0130. Um die relative Léslichkeit des Enzyms durch Vergleich 

{ der Reaktionskonstanten in wasserigem und alkoholischem Medium 

messen zu kénnen, muBte k, mit dem Alkoholhemmungsfaktor 0,5 

multipliziert werden. k,x 0,5 = 0,0065. Das Verhiltnis dieser beiden 

= Konstanten ky x 0.5 ky = 0,0065/0,0069 ~ 1 gibt ein relatives MaB 

der Léslichkeit der Amylase in 50 vol.-%igem Alkohol Hiernach 

dinften etwa 50°, der Amylase in die 50 vol.-°,ige alkoholische Losung 

iibergegangen sein. Bemerkenswert ist, daB der alkoholische Auszug 

starke Fehlingreaktion gab, wahrend die wiisserige Lésung des Filter 
riickstandes frei von reduzierenden Kohlehydraten war. 


14* 
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Protokolle. 


1. Alkoholhemmung (Kurve 1). 





7, = — 











Abb. I 
0.5 ¢ Diastase wurden zu 100 cem gelést und filtriert. Davon wurd 
zur Bestimmung je lcem Filtrat verwandt. 
Ansatz: lcem Filtrat 
1 ,, Phosphatmischung 
8 ,, 50 vol.-°,iger Alkohol 


10 ,, 2°. ige Starkelésung 








20 cem 
Zur Titration 10 cem. 
Minuten n/10 Thiosulfat n/10 Jod Minuten n/10 Thiosulfat n/10 Jod 
0 95 0 Ss 8,2 13 
2 9,2 0,3 21 7.4 2,1 
4 8.8 0,7 oc 29 3,6 
6 8.6 0.9 
k, 21 Minuten 0,0181. (Siehe Kurve Ib.) 
Zum Vergleich Ansatz ohne Alkoholzusatz: 
leem Filtrat + 9cem Phosphatmischung l0cem Starkelésung 
Zur Titration 10 ccm. 7 
Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosultat Jod n 
si 
0 10.4 0 bel 90 1.4 E 
2 99 0.5 21 74 30) 
4 9,7 0,7 oc 6,8 3.6 J 
6 93 1,1 a 
k, 21 Minuten 0.0370. (Siehe Kurve la.) ( 
2. Amylasealkohollésung (Kurve 2). I 
h 





cem 0117 J. 
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0.5¢ Diastase wurden mit etwa 100 ccm 50 vol.-°.igem Alkohol im 

orzellanmoérser angerieben und filtriert. Im MaBk6élbchen aufgefiillt mit 

vol.-°,igem Alkohol zu 100cem. Alkoholische Lésung goldgelb, klar. Zum 
satz 1 ccm. 


Alkoholische Lésung. 
Ansatz: leem Filtrat 
9 ,, Phosphatmischung 


10 ,, 2°%ige Starkelésung 


20 cem 





: 3.6 
Zur Titration 10cem: Kurve 2b, k 18 Minuten, 1/18 . log + oa 0.0069 
Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosultat Jod 
ler 0 95 0 S 8,7 0.8 
2 9,2 03 18 8,6 0.9 
4 9.0 05 oc 5.9 3.6 
6 8.8 0,7 


Filterriickstand gelést zu 100 cem Wasser. 


Zum Ansatz 1 com wdsserige Lésung des Filterriickstandes. 





Kurve 2a, k, 18 Minuten 0,0130. 
Minuten Thiosul fat Jod Minuten Thiosultat Jod 
0 10.3 0 8 9.4 1) 
2 9.7 0.6 18 5,5 1,5 
4 96 O08 oc 6.7 3.6 
6 95 09 


Adsorptionsversuche. 


, Die Adsorptionsmethode, die Willstdtter und Mitarbeiter zur 
Reinigung und Trennung der Enzyme anwenden, beruht auf der An 
nahme, daB diese Kolloide in Begleitung von hochmolekularen EiweiB- 
stoffen und Kohlehydraten vorkommen, und zwar nicht in einfacher 
Bindung, sondern durch Adsorptionskrafte miteinander verkniipft. 
Willstatter kommt zu der Auffassung, daB das Molekiil eines Enzyms 
aus einem kolloiden Trager und einer rein chemisch wirkenden aktiven 
Gruppe besteht. Je nach der Natur des Ferments bzw. seines kolloiden 
Tragers empfiehlt sich die Anwendung eines positiven (Aluminium. 
hydroxyds) oder eines negativen Adsorbens (Kaolin, Zinnsiure) 


Versuch mit Kaolin. 


Die Amylase wurde in n/10 essigsauree Lésung durch Kaolin 


leicht adsorbiert. Kleinere Mengen wurden in starkwanaigen Glas- 
réhren an der Maschine mit Kaolin geschiittelt, gréBere Volumina in 
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Becherglasern an der Turbine unter allmahlichem Zugeben des Adsor|« 
stark geriihrt. Das Adsorbat wurde nach den Regeln der quantitatiy 
Analyse durch Papierfilter gegossen, mit Wasser gewaschen und da 
mit Filter im Becherglas mit der sekundéren Phosphatlésung 

gezogen. Beziiglich der Herstellung der optimalen H-Konzentrat 
auf pu 5 wurde so verfahren, daB zunachst die alkalischen Elutio: 
mit n/10 Essigsiure bis zur Rétung von Lackmus versetzt wur«: 


dann vorsichtig weitere n/10 Essigsiure hinzugegeben wurde, bis " 
Neutralitat gegen Methylrot. Es wurden Ansitze mit 2°,iger Star! : 
lésung gemacht. Das leem 0,5%iger Rohdiastase entsprechen 
Volumen der angeséiuerten Elution wirkte auf 10 cem 2°,ige Stark: 
lésung ein. Nach Zusatz der Puffermischung betrug das Gesamt volume: 
20 cem, davon wurden 10 cem mit der alkalischen Jodlésung zur Bb > 
stimmung der Maltose verwendet. \ 
Um den EinfluB der amphoteren EiweiBstoffe auszuschalte 
wurden Versuche angestellt, die Amylase in alkoholischer Lésung : K 
adsorbieren. In 50°,iger alkoholischer Lésung werden die Eiweif " 
stoffe nach Willstdtter von Kaolin nicht adsorbiert. Nach etwa 10 Minut 
starkem Riihren war das Kaolinadsorbat schwer zum Absetzen zu Rn 
bringen und schwer filtrierbar. Erst nach Zugabe von primaire: 2 
Phosphat trat Klarung ein. Es gelang so, durch 20 g Kaolin 1 g Roh \ 
diastase fast vollstandig zu adsorbieren. Die Alkoholkonzentratio: E 
betrug etwa 50 Vol.-%. Die zweite Adsorption an Kaolin in neutralet . 
Lésung verlief quantitativ, dagegen die Elution des aktiven Ferment: - 
negativ. Vv 
; ; M 
Als Ausgangspriparat diente Diastase Merck III, dessen Reaktions 
konstante Kye, 10 Minuten 1/l0 log a/a a 0,095424 betrug. \ 
der Kaolinadsorption wurde die Diastase mit Tierkohle behandelt (Carl 
animalis Merck ,neu‘‘). Nach spateren Versuchen betragt fiir 1 g Diastas 
die Héchstmenge dieser Kohlesorte 10g. Diastase I enthielt 5,.6°, Kohl D 
hydrate, wihrend Diastase ITI 8,5°,, Kohlehydrate enthielt. Proportiona Pp 
zum Gehalt an Kohlehydraten berechnet sich fiir 1 g Diastase II] 
a 15g der Merckschen Kohle 
Die Tierkohle wurde mit Wasser geschlemmt und nur die sich rasch 
Boden setzenden Teilchen nach dem Trocknen und Ausgliihen verwendet 
Die Versuche zeigten, daB die Kohlenmenge tatsachlich ohne Verlust a: R 
gewandt werden konnte. Der Amylasewert nach der Kohlebehandlw ke 
betrug 0.5081, der des Ausgangspr&parats 0,3729. Nach der Kohlebehandlw \ 
ertolgte die Adsorption an Kaolin. Da durch die Kohlebehandlung d il 
Kohlehydrate abgetrennt werden, muBte der Adsorptionswert von Kao! W 
neu bestimmt werden. Die Adsorption erfolgte in 50°,igem Alkohol, w G 
es in Vorversuchen ermittelt war. 0,25 g¢ Rohdiastase wurden mit 3,4 cde 
ausgegliihter Merckscher Tierkohle behandelt, das Filtrat (125 cem) 1 G 


50 cem 96 vol.-°,igem Alkohol versetzt und mit 0,5 ¢ Kaolin geschiittelt u 








il) 
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is Restfiltrat zeigte die Reaktionskonstante ky, 0.00646. Die Differenz 
r Reaktionskonstanten betrug 0,088 964. Demnach wurde zur vollstandigen 


lsorption gebraucht 
0.5 . 0,095 424 


0.54 g¢ Kaolin. 
0,088 964 5 


Samtliche Versuche, die aktive Amy lase aus den Adsorbaten loszulésen, 
hlugen fehl. Weder sekundires Phosphat noch mit MgO gesittigtes 
Wasser oder zweifach basisches Natriumphosphat bewirkten  aktive 
Elutionen. In den Restfiltraten war keine Amylase mehr nachzuweisen. 
\uch nach Zugabe der Restfliissigkeit zur Elution erfolgte keine Aktivierung 
r Amylase. Dagegen entwickelten die Lésungen beim NSchiitteln einen 
irken bestandigen Schaum. Ferner wurde die interessante Beobachtung 
emacht, daB die MgO-Elutionen nach dem Ansaéuern mit Essigséure beim 
Schiitteln mit Benzidin und H,O, sich stark blau farbten. Der blinde 
Versuch ohne Elutionsfliissigkeit verlief negativ. Vermutlich wird durch 
\/yO-Wasser die begleitende Peroxydase eluiert. 


Die Adsorptionsve rsuche lehren, daB bei Anwendung der Mindestmenge 
Kaolin nach vorangehender Abtrennung der Kohlehydrate durcli Tier- 
kohle die Amylase bei der Adsorption inaktiviert wird. 


Bei Anwendung der friiher ermittelten Menge Kaolin, 20g auf lg 
Rohdiastase, gelang die Elution durch sekundéres Phosphat. Die Elu- 
tionen zeigten positive Fehling-Reaktion. Ein groBer Teil der Kohlehydrate 
wird an Kaolin mit absorbiert und schiitzt die spezifische Gruppe der 
\mylase vor der Inaktivierung. Zur Bestimmung der Wirksamkeit det 
Elution mute der Trockenriickstand der eluierten Amylase bestimmt 
werden. Von dem Trockenriick-tand mufte das zur Elution verwendete 


Natriumphosphat abgezogen werden. Zu dessen Bestimmung wurde der 
Gliihriickstand in destilliertem Wasser gelést und das Phosphat mit 
Magnesiummischung gefallt. Die von dem Gesamtriickstand abgezogene 


Menge Natriumphosphat (2 aq.) ergibt den Trockenriickstand der Amylase. 
In der Amylaseemulsion betrug das Verhiltnis 
T.S./k 0,009 (0.019457 0,46. 
Das Ausgangspraparat zeigte das Verhaltnis T.S./k = 0,04572. Das eluierte 


Praparat zeigte demnach den zehnten Teil der Aktivitat. 


Der gréBte Teil der Amylase war durch die Kaolinadsorption inaktiviert. 


Adsorption an Aluminiumh ydroxyd. 


Die Darstellung des Aluminiumhydroxyds erfolgte nach Angabe von 


R. Willstdtter und H. Kraut (7). Eine Aluminiumsulfatlésung wurde mit 
konzentriertem Ammoniak in der Kalte gefallt und durch das Gel 48 Stunden 
Wasserdampf geleitet. Nach dem Absetzen des Hydroxyds wurde die 


iberstehende Fliissigkeit abgesaugt und das Aluminiumhydroxyd durch 
Waschen mit heiBerm Wasser frei von Sulfat gemacht. Das so dargestellte 
Gel gehért nach den Untersuchungen von R. Wilistdtter und H. Kraut zu 
den plastischen Polyaluminiumhydroxyden (8). Zur Feststellung des 
Gehalts an Al,O, wurden 100 ccm in einer Porzellanschale eingedunstet 
ind stark gegliiht. Das Gel enthielt 3,4°, Al,O,. 
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Die Adsorption an Aluminiumgel wurde in alkoholischer Lésung 
etwa 50 Vol.-°% ausgefiihrt. Zur vollkommenen Ausfallung von 0.52 
Rohdiastase II wurden 10 cem Aluminiumgel benétigt. Zur quantitat 
Elution muBte das Aluminiumadsorbat von 10cem Gelsuspension 


einer Lésung von 2g Na,HPO,, 12 H,O ausgezogen werden. Bei 
kolorimetrischen Einstellung der Elutionsfliissigkeit auf die opti: 


9n0 


Pu 5 geniigten 25°, der theoretischen Menge KH,PO,, 2 H,O, weil 
groBer Teil des sekundaren Phosphats von Aluminumhydroxyd aufgenom: 
worden war. Zur vollstandigen Loslésung des Ferments von 10 ce: 
Aluminiumgel waren 2g Na, HPO,, 12 H,O erforderlich. 

Die Ausbeute war quantitativ. In der Restfliissigkeit blieben 55 
unwirksame Trockensubstanz. Die Elution zeigte positive Fehling 
Ninhydrinreaktion. 

2 g Diastase wurden mit Wasser angeriihrt, filtriert und zu 200 ec: 
gelést. Die Lésung wurde allmahlich dunkler durch die Tatigkeit «i 
begleitenden Oxydasen. 

Trockensubstanz in 100 cem 0,525 2. Zum Ansatz wurden 0,5 ce 
verwanat. 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 9.5 0 
20 6.3 3,2 
100 cem Filtrat 0,525 Diastase und 100 cem Alkohol (96°, ig) wurd 
gemischt (Triibung). Unter starkem Turbinieren Zugabe von 5ec 


Aluminiumgel. Nach dem Absitzen Priifung der iiberstehenden Fliissigk: 
Zum Ansatz 1 ccm: 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 9.7 0 
20 9,1 0,6 


Trockensubstanz in 100 cem = 0,493 g. 

Das Adsorbat wurde auf kleinem Filter abfiltriert und mit Wass 
gewaschen. Die Waschfliissigkeit (50 cem) wurde auf Amylase gepriift 
Zum Ansatz leem: 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 9.6 0 
20 8.4 1,2 


Ein betrachtlicher Teil der Amylase war demnach bereits in der Wasc! 
fliissigkeit nachweisbar. Wahrscheinlich war bei der hohen Alkol« 
konzentration ein Teil gefallt. 


Aus dem gewaschenen Adsorbat wurde eluiert mit 0,1 g Na,HPO, 
12H,O. Elution 100ccem. Es trat starke Schaumbildung ein. Nach A! 
sitzenlassen wurde die Elution gepriift. Zum Ansatz 0,5 eem, entspreche: 


0,5mg Na,HPO,, 12 H,0O. 


W 
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Die Puffermischung (py 5) bestand aus: 


0,05 cem m/15 Na,HPO,, 12 H,O 0,5938 mg, 
9,95 ,, m/15 priméres Phosphat = 90,2761 
Demnach 90,28 0,594 z:0,5; z 76mg K,HPO,, 5H,0 fiir 0,5 cem. 


Nach Zugabe von 7,6 K,HPO,, 5H,O zu 50cem Elution, wurden je 
l\)cem Elution und 10 cem Phosphatpuffer (py = 5) kolorimetrisch ver- 
chen. Der rote Farbton der Elution war bedeutend tiefer. py demnach 
mter 5. Es wurde jetzt zur Feststellung der Menge priméren Phosphats 
in Reihenversuch angestellt. In fiinf kleine Glasréhrchen wurde je 1 cem 
Elution pipettiert (ohne Zusatz von primérem Phosphat) und je 1, 2, 3, 
4, 5cem einer Lésung von primérem Phosphat (1,52: 100). Zum kolorimetri- 
schen Vergleich diente eine Mischung von 1 cem Phosphatpuffer in 20 cem 
Wasser. Samtliche Réhrchen wurden auf 10 ccm aufgefiillt und mit einem 
lropfen Methylrot (1: 10) versetzt. Die gleiche Farbtiefe mit der Puffer- 


mischung zeigte Réhrchen 2 (2 cem). Es geniigten demnach 2 ccm 
00,0304 ¢ K,HPO,, 5 H,O. 
Demnach zu 50 ccm Elution zwecks Herstellung von py 5: 1,520¢g 


K,HPO,, 5 H,O. 

Nach der ersten Elution mit 0,1 g Na,HPO,, 12 H,O wurde nochmals 
uiert mit 0,2g Na,HPO, 15 Minuten lang. 

Zur Priifung 10cem + 9cem_ primaéren Phosphats : 35 ccm. Zum 
\nsatz 0,5cem. Die Einstellung gegeniiber Methylrot ergab die ndétige 
Menge von 2,25 KH,PO,. 





Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosulfat Jod 
0 9.5 0 8 8.6 0,9 
4 92 0.3 10 8.5 1,0 
6 9,0 0,5 20 8.4 1,1 


Es wurde demnach nochmals dieselbe Enzymmenge eluiert. Zugabe 
noch weiterer 0,5 g¢ Na,HPO,, 12 H,O. Turbinieren ' Stunde. 

10cem:35cem angesiuert mit Essigsiure (Methylrot neutral). 
Wahrend der Nacht Kiihlstellen unter Abzug. 





Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosulfat Jod 
0 9S 0 Ss 8.9 09 
4 94 0.4 10 8.8 1.0 
6 9.2 0.6 20 7.5 2.3 


Vergleich mit Ausgangslésung (0,5:100). Ansatz lccm: 





Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosulfat Jod 
0 98 0 8 7.2 26 
4 8.6 1,2 10 7,5 2,3 
6 7.8 2.0 20 6.6 3,2 


Nochmaliges Eluieren mit 0,3 Na, HPO,, 12 H,O. Mit n/10 Essigsdure 
aufgefiillt zu l00cem. Zum Ansatz 0,5 cem: 
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Minuten Thiosulfat Jod Minuten Phiosultat Jod 
0 9.7 0 S 8.5 1,2 
4 9,2 0.5 10 8.3 1.4 
6 9.1 0.6 20 7,5 2,2 


Keine weitere Elution. Im ganzen verbraucht 1,1 Na, HPO,, 12 H,O 
Nach Vereinigung saémtlicher Elutionen: 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 93 0 
20 6.6 27 
Zur Loslésung des Ferments von 5cem Aluminiumgel (3°, ALO 


wurden demnach benétigt 1,1 sekundiéres Phosphat. 


Versuche mit verschiedenen Eluentien. 


Die folgenden Versuche bezweckten, die Amylase aus den Adsor 
baten durch andere Eluentien loszulésen, in der Absicht, eine spezifisc| 
Elution herbeizufiihren. 

Es zeigt sich, daB auch das primaire Phosphat imstande ist, gering 
Mengen Amylase zu eluieren. 

Die Elution mit schwachen Sauren, Koblensiuce, Weinsaiur 
Borsiure, verlief negativ. Nachfolgende Elution durch basisches 
Phosphat bewies die Unschadlichkeit von Kohblensiure, wahrend 
Weinsaure und Borsaéure die Amylase inaktivierten. 

Die Elutionsfahigkeit von primarem und sekundirem Phosph 
verhalt sich annahernd wie 1:14, beurteilt nach dem Verhaltnis «« 
Reaktionskonstanten der verschiedenen Elutionen. 





Zum Ansatz 6 ccm: kre}, '/o9 log . 3,6/1,7 0,016 29. 
Minuten Thiosulfat Jod 
0 9.6 0 
20 7.7 1,9 


Elutionsversuch mit primdrem Phosphat. 


0.5 g Diastase wurden zu 100 cem gelést. Zum Ansatz | cem: 





Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosulfat Jod 
0 10 0 8 7? 23 
4 7.9 2.1 10 oe 29 
6 7,7 2,3 30 6.7 3,3 


100 cem wurden mit 100 cem 96 vol.-°,igem Alkohol versetzt, an d 
Turbine geriihrt und 25ccm Aluminiumgel hinzugegeben. Nach cd: 
Absitzen des Niederschlags wurde filtriert, der Filterriickstand im Becherg! 
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ertihrt mit 5g primarem Phosphat, gelést zu 100 cem Wasser Zun 


atz 2.7 cen 





Minuter Dhiosultat lod 


10) 4 4 Ub 


Das Aluminiumadsorbat wurde im Becherglas mit sekundarer Natriunm 
sphatlosung (Ig) ausgezogen und mit n/10) Essigsiure zu 300 cen 


fgefiillt. Zum Ansatz 3 cem 





Minuten Thiosultat lod 


() 9.7 0) 


0 84 1.1 


Idsorption mit kolloidals Zinnsdu ( 


Da die Tonsuspension sich nur schwer klaren lie und auch durch 
Zentiifugieren nicht zum Absitzen zu bringen war, wurde versucht, 
die Amylase an ein starker saures Kolloid zu adsorbieren Hierzu 


wurde Zinnsaéure gewahlt 


Darstellung von Zinnsaéurege! 


In einer 10-Liter-Flasche mit doppelt duechbohrtem KorkverschluB 
wurden 80g Zinnchloriir, 8 aq. in 10 Liter Wasser suspendiert 
unter achttagigem Durchleiten von Luft Das Zinnsiuregel setzte 
sich rasch. ab und wurde mehrere Tage mit siedendem Wasset 
gewaschen, bis die Reaktion auf+Chlorionen negativ war. Der sich 
zuerst absetzende gelbe Niederschlag riihrte von der Adsorption von 
SnCl, an Zinnsiure her und wurde verworfen. Zur Bestimmung des 
Gehalts an SnO, wurden 50 cem in einer Porzellanschale eingedunstet 
bis zu. Konstanz gegliiht und gewogen 

Die Zinnsauresuspension enthielt etwa 1°, SnO, 

Die Adsorptionsversuche zeigen, daB bereits LO cem dieser Zinn 
siuresuspension O.lg SnQ, geniigen, um eine 1°,ige Diastase- 
lésung fast vollstandig enzymfrei zu machen. Die Elution gelang mit 
sekundirem Natriumphosphat. Das 1 cem 0,5°,iger Rohdiastase ent 
sprechende Volumen der mit Essigsiture angesiuerten Elution wirkte 
if 10cem 2° .ige Starkelésung wie iiblich ein. Die Elutionen wurden 
kiihl aufbewahrt. zeleten aber bereits nach 24 Stunden vollkommene 
Wirkungslosigkeit. obwohl die Lésung wasserklar und sechiumend 
veblieben war Beim Eindunsten der frischen, klaren Elution wnd 
Gliihen verblieb ein gelber Riickstand, der bei Erkalten wieder wei 
wurde: SnO,. Die Elution enthielt demnach kolloidal geléste Zinn- 


siureteilchen 
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Die Bestimmung der Trockensubstanz in der Restfliissigkeit erg 
daB etwa 71°,, unwirksamer Riickstand abgetrennt war Die frise} 
noch wirksamen Elutionen zeigten mit Ninhvdrinlésung erhitzt ke 
Blaufarbung. Die Zinnsiwre hatte demnach den begleitenden Eiws 
stoff abgetrennt 
Protokolle de) Hauptrersuche 
lye Diastase wurde gelést zu 50 cem Hinzugegeben 50 cem 96 \ 
iver Alkohol, 

An der Turbine geriihrt (etwa 1 Minute) und hinzugegeben: 10¢ 

Zinnsiuregelsuspension 


Die Flissigkeit wurde nach Absetzen der Zinnséiure durch Falt 
filter filtriert und der Filterriickstand mit Wasser nachgewaschen 


Restfiltrat betrug mit Wasehfliissigkeit 230 cem. Davon wut 
zum Ansatz verwandt 1.2cem (entsprechend S5img Ausgangsprapat 
Ansatz 1.2 cem Filtrat 8.8 com Phosphatmischung lO cem 2 


StairkelOsung (Gesamtvolumen 20 cem, 10 cem zur Titration) 





Minuten Phiosulfat Jod 
a) 8.4 0 
30 8.7 02 


Elution. 


Der Filterrtickstand wurde mit Filter quantitativ in ein Becherg 


iiberfiihrt und ausgezogen mit einer Losung von 5g sekundirem Phospl 


Die schiumende Elutionsfliissigkeit betrug 300 cem. Zur Neutralisat 
gegen Methylrot wurde angesiuert mit 250 cem n lO) Essigsaure 1) 
Cesamtvolumen betrug 550 cem. Kntsprechend 5mg Ausgangsprapar 


wurden zum Ansatz 2.5 cem verwandt. 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 Q7 iD 
20 7,3 24 


Zum Vergleich wurden Il ecem 0.5°,ige unbehandelte DiastaselOsur 
auf Rohpriparat berechnet) in gleicher Weise angesetzt. Ansatz: 


leem 0.5° ige Diastaselésung 
9 .. Phosphatmischung. 


oO .,) 2° ige Starkelésung 


Zur Titration wie tiblich 10 c¢em 





Minuten Phiosulfat lod 
0 YS iL 
20) 6.5 3.3 


Bemerkung: Obige Elution nach 10 Minuten unwirksam. 











los 
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Rew squng unter Maltoseschitz 


Nach Wohl und Glimm (9) ist die Vorbedingung fiir die Starke 
lrolyse die Anlagerung der Amylase an das Substrat. Mit dieser An- 
erung diifte eine Trennung des eigentlichen Amylasekomplexes 

on semen Begleitstoffen verbunden sein Ferner haben Liiers und 
inser (10) auf Grund quantitativer Versuche in Ubereinstimmung 

Wohl und Glimm (11) nachgewiesen, daB die Maltose starke Schutz 
kung beim Erhitzen der Maltoselésungen ausiibt. Es erschien daher 

moglich, durch Erhitzen von verzuckerten Starkelésungen die héher 
molekularen Begleitstoffe der Amylase zu zerstéren und auszufillen 
hne die Amylase zu schadigen. Es wude versucht, die Amylase aus 
ler Lésung an Aluminiumhydroxyd oder Kaolin zu adsorbieren. Ferner 
wurde die Entfermung der Maltose dweh Dialyse versucht 


l0cem Starkelésung enthielten 0,15 .0,8474 — 0.1271 g Starke, 


W/O . O1271 0.14122 ¢ Maltose (wasserfrei), 0.14122 . 18/175 
0.1493 Maltose (H,O) 


Es zeigt sich, daB die Amylase nach erstmaliger Verzuckerung 
ies Starkesubstrats bei 40°C sowohl von Alumiumhydroxyd und auch 
von Kaolin adsorbierbar ist 


Nach langerem Erhitzen der Amylase in Gegenwart der ge- 
bildeten Maltose fielen gelbe Flocken aus, die, mit Ninhydrinlésung 
erhitzt, sich blau farbten. Das Restfiltrat zeigte unter Beriicksichtigung 


der Maltosehemmung keine Schadigung der Amylase 


Die Amylase war in diesem Zustande aus dem Restfiltrat adsorbier- 


bar: dagegen verlief die Elution neqativ 
seg J 


Es wurde versucht, die Trennung der Amylase von der Maltose 
durch Dialyse zu erreichen. Als Dialysiermembran diente entfettete 
getrocknete Schweinsblase, die sich als undurchilissig fiir Lésungen 
kiuflicher Diastasepriparate, also ungereinigter Diastase, zeigte 
Durch Abdiffundieren von Milehzucker, mit dem das Handelspriiparat 
vermischt war, stieg die Verzuckerungsgeschwindigkeit, was sich in 
dem Anwachsen der Jodtitrationswerte zeigte (das kiufliche Priparat, 
Maltin Merck. enthielt Beimischungen von Milehzucker) 

Nach der Verzuckerung von Starkelésung und Erhitzen der Amylase 
lisung in Gegenwart der gebildeten Maltose trat dagegen keine Er: 
hdhung der Jodtitrationswerte ein, was auf gleichzeitiger Diffusion von 


Maltose bzw. Milehzucker und Amylase beruhen diirfte. 


Um die Wirkung der Amylase in Gegenwart wechselnder Mengen 


Maltose verfolgen zu kénnen, wurden die Hemmungskurven fiir Maltose 
bestimmt. Die Maltoselésung enthielt 18 g Maltose Merck, kristallisiert, 
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in L000 cem Wasser. Dies entspricht bei einem Molekulargewicht 
fiir Maltose einer m/20 Maltoselésung 
Zuniaichst wurde die Kurve ohne Maltosezusatz ermittelt fiir fo 
\nsiatze 
leem Diastaselésung (0.5: 100 
lO ,, 2°. ige Starkelésung 
® .. Phosphatlésung 


20 cem Gesamtvolumen 














Abb. 3 
Auf der Abszisse der vorstehenden Abbildung ist die Zeit ¢ in Minut 
auf der Ordinate die gebildete Maltose in Kubikzentimetern der verbraucht 
n lO Jodlésung angegeben. 
Nach Zugabe von 0,2, 0,3, 0.4, 0.5, 1 und 2 cem m,20 Maltoselés 
in Gesamtvolumen 20 cem fiir die Bestimmungskurve wurden die Pu 
fiir die verschiedenen Kurven ermittelt und gvraphisch dargestellt. 
1. 0,5°.ige Diastase l cem 
m20 Maltose ; } = 
Phosphatmischung 5 
2 ige Starke lo 
Minuten Thiosultat Jod 
0 S38 0 
Y) S34 ) 
2. m 20 Maltose : ‘ leer 
n 
Minuten Chiosultat lod Minuten Thiosulfat lod I 
\ 
ny 93 ‘) ~ ga 03 
4 QV 1 10) x4 4 
1) 4 ] Oo? 1s Q {) O38 
3. m 20 Maltose . 2 com 
Minuten Ihiosulfat Jod 
(; Q 3 i) 
> ure 


10 9.0 03 
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4. m 20 Maltose . . OS cen 
Minuten Thiosulfat lod Minuten Thiosultat Jod 
0 10.2 0) H QS 0.4 
2 10.0 02 Ss G7 O45 
4 49 03 18 G4 Os 
5. m 20 Maltose 0.4 cen 
Minuten Thiosultat Jod Minuten Thiosultat lod 
‘) 10.2 0 4) Qg5 0.7 
2 GS 0.4 S G4 - 
4 9.7 0.5 IS G4 Os 
6. m/20 Maltose . O.3 cem 
Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosulfat Jod 
() 10.1 ) b 94 07 
2 97 0.4 Ss 93 ON 
4 9.6 O05 1S 9.0 1.1 
7. m/20 Maltose . . hs 0.2 com 
Minuten Thiosulfat Jod Minuten Thiosultat lod 
0 YS 0 6 8.4 og 
2 9.4 0.4 S 8,7 1,1 
4 92 0.6 18 R5 1.3 
Diastase (0.5: 100)... .. l cem 
Ohne Maltosezusatz. 
Minuten Thiosultat Jod Minuten Thiosultat Jod 
0 99 0 6 &.9 1.0 
2 93 06 8 8.5 1.4 
4 92 0.7 18 7,2 2.7 


Adsorption der Amylase aus der verzuckerten Lésung. 


5g Diastase, mit Wasser angerieben und filtriert, 50 g lésliche Starke, 
— mit Wasser angerieben, 200 cem Phosphatmischung, Gesamtvolumen 
1000 cem wurden in einem Becherglas bei 40° der Verzuckerung iiberlassen 

Vom Filtrat wurden angesetzt lcem (5 mg Rohamylase): 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 8.3 7 
29 6.2 2.1 


Adsorption aus der verzuckerten Lésung 1000 ccm, 96°, iger Alkohol 
1000 cem wurden an der Turbine geriihrt und hinzugegeben Aluminium 
gel 1000 cem 60g AlLO,. Filtrat wasserklar, Adsorption quantitativ. 


Biochemische Zeitschrift Band 188. 20 
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Elution. 


Der Niederschlag wurde abfiltriert und in einem Becherglas mit ein 
Losung von 8 g Na, H PO,, 12 H,O 10 Minuten turbiniert. 700 cem Eluti 
wurden angeséuert mit 300 cem n/10 Essigséiure. Davon wurde zum Ansat 
verwendet 1 cem: 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 9.5 0 
20 7,2 2.3 


Adsorption an Zinkphosphat und Elution. 

Die bisherigen Versuche waren vorziiglich der Methode Willstdtters 
gefolgt, die bei der Pankreasamylase zu so groBen Erfolgen gefiihrt 
hatte. Leider waren die Ergebnisse bei der Ubertragung auf die Malz- 
amylase nur von geringem Erfolg begleitet. Wenn auch in einigen 
Fallen die Bindung der Amylase an ein Adsorptionsmittel quantitatiy 
erfolgte, so stellten sich der Elution ungeahnte Schwierigkeiten ent. 
gegen. Auber Aluminiumhydroxyd hielten die Kolloidadsorbentien 
das Enzym so fest, daB eine Trennung nur unter groBen Verlusten an 
aktiver Substanz erméglicht werden konnte. 


Wir dachten nun daran, zur Enzymreinigung Stoffe zu verwenden, 
die in meBbarer Zeit aus dem kolloiden Zustand in den kristallinen 
iibergehen. Die Reinigung kénnte dann so vor sich gehen, daB die 
Adsorbenzien in der ersten kolloiden Stufe das Enzym mit den Begleit- 
stoffen an sich reiBen und dann bei der darauf eintretenden Umwandlung 
in Kristalloide das eingefangene Enzym in reinerem Zustande wieder 
freigeben. 

Durch Vorversuche war festgestellt, daB die Adsorption der Amylase 
an Zinkcarbonat und die Elution durch Uberfiihrung des Zinkcarbonats 
in Zinkammoniumphosphat gelingt. Jedoch war ein héherer Wirkungs 
grad der Amylase nicht erzielt worden. 


Von anderen Zinksalzen, die im Entstehungsmoment kolloidal 
ausfallen, ragt vor allem das Zinkphosphat hervor. Durch Zusatz von 
Alkohol in einer Konzentration von etwa 20 Vol.-°,, gelang es, das Zink- 
phosphat wahrend der Zeit des Abnutschens kolloidal zu erhalten 
Ohne Zusatz von Alkohol war eine Adsorption nicht zu erreichen, da 
das Phosphat dann zu rasch wieder in den kristallinen Zustand iiberging 
Die Elution gelang mit viel Wasser unter starkem Riihren an der Turbine 
In vielen Fallen muBte eine halbe Stunde geriihrt werden. Die Ent- 
wicklung eines bestandigen weiBen Schaumes zeigte die Loslésung der 
Amylase an. Gleichzeitig fiel der gelatinése Zinkphosphatniederschlag 


zusammen. 
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Darstellung von gallertigem Zinkphosphat. 
Die Umsetzung erfolgte zwischen Zinkacetat und sekundirem 
Natriumphosphat : 
712.644 712,322 
3 Zn(CH,COO), .3H, O + 2 Na, HPO, 
386,19 
2 H,O = Zn,(PO,), + 4CH,COONa + 2CH,COOH + 5 H,0. 


Zw Adsorption von 1 g Rohdiastase muBten 10 g Zinkacetat an- 
gesetzt werden. Die Zinkacetatlosung muBie mit verdiinnter Essig- 
<iure tropfenweise angesiiuert werden, da das Zinkacetat eine Spur 
Carbonat enthielt. Wenn fiir Zinkphosphat 386,19 angesetzt wird, 
so sind zur Adsorption von 1 g Rohdiastase 386,19 . 10/712,644 = 541g 
Zinkphosphat nétig. Wahrend die Adsorbate der Amylase an Aluminum- 
hydroxyd, Kaolin und Zinnsdure Starke abbauten, ist dies bei den 
Zinkphosphatadsorbaten nicht der Fall. Kleine Proben Starkelésung 
mit Zinkphosphatadsorbaten geschiittelt, gaben nach langerem Ver- 
weilen im Wasserbad bei 40°C mit Jod tiefblaue Farbung. Um die 
Adsorption der Starke zu vermeiden, muBten die Probierréhrchen 
aufgeschiittelt’ werden. 

Das Zinkacetat wurde in der Diastaselésung gelést und die Lésung 
durch Eis gekiihlt. Inzwischen wurde in einem Becherglas die Natrium- 
phosphatlésung bereitet und ebenfalls gekiihlt. Dann wurde die Phosphat- 
lésung zu der Amylasezinkacetatlésung gegossen und sofort die nétige 
Menge Alkohol hinzugegeben. Es entstand ein gallertartiger, weiBer 
Brei, der sofort auf einer groBen Nutsche durch eine gut ziehende Wasser- 
strahlpumpe scharf abgesaugt wurde, bis der Geruch nach Alkohol 
verschwunden war. Der auf der Nutsche gebliebene weiBe Niederschlag 
wurde dann in ein Becherglas iiberfiihrt und mit etwa 500 ccm Wasser 
|, Stunde lang stark an der Turbine geriihrt. Der voluminése Nieder- 
schlag sinterte zusammen und die Schaumentwicklung zeigte die 
Elution der Amylase an. GréBere Mengen Diastase zu verarbeiten 
gelang nicht, da das Absaugen des Zinkphosphats infolge Anhaiufung 
der Fliissigkeitsmengen zu viel Zeit in Anspruch nahm, so daB das 
Zinkphosphat bereits wahrend des Absaugens kristallin wurde. Bei 
einer Erhéhung der Alkoholmenge auf 50 Vol.-°,, blieb das Zinkphosphat 
kolloidal und war auch durch tagelanges Fiihren mit Wasser nicht 
mehr in den kristallinen Zustand zu iberfiihren. Die Elutionen 
reagierten gegen Lackmus schwach alkalisch. Zn war durch Schwefel- 
ammonlésung nicht nachweisbar, dagegen PO, durch Fallung mit 
Magnesiamischung. Der eingedampfte Trockenriickstand zeigte, mit 
verdiinnter Schwefelsiure auf dem Wasserbad erwarmt starken Geruch 
nach Essigsiure. Die Elutionen enthielten demnach sowohl Phosphat 


20* 
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wie Natriumacetat. Infolgedessen war eine exakte Trockenbestimmu 
nicht méglich. Durch 48stiindige Dialyse von 10 cem Elution dw 
eine Filterkerze gegen 3 x 10 Liter destillierten Wassers gelang 
schlieBlich, die Salze zu entfernen. Zur Priifung auf Essigsiuy 
diente die Eisenchloridreaktion. Zur Bestimmung der Verzuckeriung 
fahigkeit wurde der Trockenriickstand unter Zugrundelegung derselb 
Trockensubstanz in je 0,4cem mit ungereinigter Diastase beziig! 
dec in 10 Minuten verbrauchten Kubikzentimeter n/10 Jodlésung \ 
glichen. Das mit Zinkphosphat behandelte Priparat zeigte die hal) 
Wirksamkeit. 


Adsorption an Zinkphosphat und Elution. 


1 g Amylase wurde zu 100 cem gelést. Darin aufgelést 10 g Zinkaceta 
Hinzugegeben: Natriumphosphat, zum SchluB Zugabe von 250 cem Alkol 














Sofort nach ZusammengieBen Filtration durch Faltenfilter. Die Re 
lésung betrug 500 cem. Zum Ansatz verwandt 2,5 ccm. li 
Vi 
Minuten Thiosultat Jod Farbe l 
0 GS 0 A 
20) 9.1 07 blau 
S 
Elution durch starkes Riihren des gallertigen Niederschlags mit Wasser f; 
an der Turbine im Becherglas. Dauer des Turbinierens etwa 30 Minuten ; 
° -_ e ° . . . VW 
bis der Niederschlag kristallin wurde. Schaumbildung. Reaktion: Lackmu- 
neutral, Methylrot alkalisch. Zugabe von 0,5 cem primaren Phosphats , 
20 cem Elution. Davon zum Ansatz 2,5 ccm: b 
J 
Minuten Thiosulfat Jod Farbe d 
0) 96 0 I 
20 7.8 1.8 violett \ 
P ‘ , d 
Zum Vergleich Ansatz mit unbehandelter Diastase: 1g Diastas 
wurden zu 100 ccm gelést. Davon zum Ansatz 0,5 cem: 
| 
Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
h 
0 97 0 
20 6.9 2.8 rotbraun . 
n 
10cem Elution wurden dialysiert durch Filterkerzen. Riieksta: f 
eindunsten auf Uhrglas im Vakuum 50 Stunden. | 
Zum Vergleich Bestimmung der Trockensubstanz der Ausgangsamyla d 
Amylase T.S. 0.3210 in 50 cem, in 0,5cem 3,21 mg. Ansatz 0.5 cer u 
d 
Minuten Thiosulfat Jod \ 
0 7.8 0 b 
29 SS 3 g 
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Gereinigte Amylase. 


Um die gleiche Konzentration (1: 100) 0,5cem zum Ansatz zu ver- 
nden, mute 0,0888 der gereinigten Diastase aufgelést werden zu 


8.8 . 0,5/3,21 1,4 com, 


ivon zum Ansatz 0,5 cem: 





Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
‘) Gy 0) 
20 8.5 1.4 braun 


Behandlung mit ausgeglihter Tierkohle. 


Vor a rsuche . 


Die folgenden Versuche behandeln die Reinigung der Diastase- 
lisungen mit Tierkohle. Als Kohlepraparat wurde Tierkohle Merck J 
verwendet. Es wurden auf 1g Rohdiastase (k,, 0.05) bis zu 
10g Tierkohle ohne Verlust an Enzym vertragen. Zum Schutze der 
Amylase gegen die Adsorption wurde Maltose verwandt, die durch 
Verzuckerung von Stiirke gebildet wurde. Die Konzentration det 
Starke wurde zunachst so gewahlt, daB auf 1 g Rohdiastase 8 g Starke 
fielen. Die Trennung von der Maltose sollte durch Dialyse erreicht 
werden. Als Dialysator diente jetzt ein Glaszylinder von qtwa 1000 cem 
Inhalt, dessen eine Offnung mit Pergament iiberspannt war. Die Ver- 
bindungsstellen waren sorgfaltig mit Kollodium abgedichtet. Vor det 
Dialyse wurde auf Durchlassigkeit von léslicher Starke gepriift, indem 
das zur Dialyse dienende Wasser nach etwa 4 Stunden mit einem 
Tropfen Jodlésung gepriift wurde. Gegen lésliche Starke war die 
Membran undurchlassig. Nach 72 Stunden Dialyse gegen 3 « 10 Liter 
destillierten Wassers wurde der Trockenriickstand der dialysierten 
Enzymlésung bestimmt. 0,144 g Trockenriickstand wurden gelést zu 
17 cem destilliertem Wasser und 0.5cem zum Ansatz auf Starke ver- 
wandt, entsprechend der tiblichen Menge 5 mg Ausgangspriaparat (auf 
Rohdiastase berechnet). Die dialysierte Lésung, die noch stark schiumte 
zeigte keine Verzuckerungsfahigkeit Die Bestimmung der Maltose 
nach der Hypojodit met hode ergab in OS5eem 2.2n/10 Jod Dies 
entspricht nach der Maltosehemmungskurve der vollkommenen 
Hemmung der Amylase. Es ist anzunchmen, dab die Amylase mit 
der Maltose gleichzeitig hindurchdiffundiert ist. Ein zweiter Versuch, 
in dem die Dialyse durch eine Tonfilterkerze vor sich ging, versagte, 
da die Enzymlésung triibe und flockig wurde. Es wurden weitere 
Versuche angestellt, um zu ermitteln, ob die in der Diastaselésung 
bereits vorhandenen Dextrine einen geniigenden Schutz der Amylase 


gegen die Kohleadsorption bieten. 
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Es zeigte sich, daB auch ohne Maltosezusatz bis zu 10 g Tierkoh|\ 
auf 1 g Rohdiastase vertragen wurden 

Das Filtrat, das durch Kohleteilchen eine dunkle Farbung 
genommen hat, zeigte, mit Fehlingscher Lésung erhitzt, keine Aw 
scheidung von Cu,0. Die Dextrine waren durch Adsorption an Tier 
kohle entfernt. Dagegen war die Reaktion nach Molisch noch positiy 


Reinigung der Amylase mit Tierkohle unter Maltoseschutz. 


Protokolle. 


8g Starke wurden mit 50 cem Wasser angerieben, hinzugegeben « 
Anreibung von Diastase 1,0 g. Verzuckerungstemperatur 40° C. Die Ansat 
lésung verblieb 3 Stunden in dieser Temperatur. Darauf wurde dure} 
Faltenfilter filtriert. Die Lésung versetzt mit 10g Tierkohle. 

Das Filtrat wurde noch warm dialysiert. Als Dialysator diente Pe: 
gament, das mit einer diinnen Schicht Kollodium iiberzogen war. Dialy 
gegen etwa 10 Liter destillierten Wassers. Dauer der Dialyse 72 Stunden 

Nach 72 Stunden Bestimmung der Trockensubstanz im Dialysator 

Amylase-Trockensubstanz 0,144 g. 
Bezogen auf 3mg Trockenriickstand des Ausgangspréparats wurde: 


gelést 0,144 g Trockensubstanz zu 17 ccm Wasser. Davon wurden zu 
Bestimmung 0.5cem verwandt. Die Lésung des Riickstandes schaumte stark 


2°.ige Starkelésung ..... 10 cem 
Amylaselésung. .... . ~ 
Puffermischung ....... 95 





20 cem 





Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
0 7.6 0 
20 7.6 0 blau 


Zur Bestimmung der Maltose wurde in leem nach der Hypojodit 
methode die Menge n/10 Jod ermittelt. 


1 ecem verbrauchte 4,4 n/10 Jod 
7? os 2.2 n/10 


Dies entspricht der absoluten Maltosehemmung nach der Hemmungskurv: 

Infolge der starken Schéumung der Fermentlésungen ist es nicht 
méglich, das Eindampfen im gewéhnlichen Claisenkolben oder in einer 
Saugflasche vorzunehmen. Versuche zeigten, daB fast die ganze Fliissigkeit 
durch die Schaumentwicklung fortgesaugt wurde. 

Bei kleineren Mengen (bis 100 cem) war es méglich, das Einengen in 
dem zur Verfiigung stehenden Vakuumtrockenschrank mit Glycerinmant: 
in etwa 72 Stunden bei 40°C AuBentemperatur vorzunehmen. 


Zu diesem Zwecke wurden die Lésungen in mehreren gewogene! 
Porzellanschalechen auf der oberen Horde des Vakuumtrockenschrank- 
eingedunstet. Das Vakuum ist in diesen Apparaten so niedrig, daB eu 
Schaiumen nicht eintritt. Zum Einengen gréBerer Fliissigkeitsvolumina 
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nutzten wir Rundkolben, die rechtwinklig zu dem Kolbenhals noch einen 
\nsatz trugen, an dem die W asserst rahlpumpe unter Vorlage eines Mano- 
eters mit Waschflasche angeschlossen war. Durch den Kolbenhals fiihrte 
Kapillare. 
Die AuBentemperatur wurde durch ein Wasserbad mit untergesetztem 
Mikrobrenner auf 30° C konstant gehalten. Das Vakuum betrug etwa 25 mm. 
Als Ausgangspraparat diente Diastase Merck vom Amylasewert 
Am.W. 0,2. 
3,0g Diastase I wurden quantitativ gelést zu 300cem, zum Ver 
zuckerungsansatz wurden 0,5 cem verwandt: 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 10 0 
10 8.1 1,9 


(m.W. k . 0,01/0,0031 0,2. 


Ermittlung der Héchstmenge der Tierkohle 1. 


Diastase I wurde zu 100 cem gelést. 25 cem 0,25 ¢g Diastase wurden 
geschiittelt mit 2,5g Tierkohle. Es wurde durch Faltenfilter filtriert. 
Filtrat + Waschwasser betrug 110 ccm. Zum Ansatz wurden 2,2 cem 


verwanat. 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 10.3 0 
10 8.8 1.5 


Weitere Kohlebehandlung mit 2,5 g Tierkohle. 

Das Filtrat vorheriger Kohlebehandlung wurde mit weiteren 2,52 
Tierkohle geschiittelt und durch Faltenfilter filtriert. Filtrat durch Wasch- 
wasser betrug 100 cem. Davon wurden zum Ansatz verwandt 2 ccm. 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 10.4 0 
10 10.4 0 


25cem Diastaselésung 0,25g Diastase wurden jetzt geschiittelt 
mit 4g Tierkohle. Das Filtrat wurde auf 25 ccm aufgefiillt und zur Be 
stimmung 0,5 ccm verwandt. 





Minuten Thiosulfat Jod 
0 10.3 0 
10 9.4 0.9 


Bemerkung: Es wurden stets dieselben Konzentrationsverhaltnisse 
zum Vergleich der Enzymlésungen angewandt. Das | cem 0,5°,iger Roh- 
diastaselésung entsprechende Volumen der mit Kohle gereinigten Diastase 
lésung diente zum Vergleich. 


100 ccm Diastaselésung (1 g Rohdiastase), 5g Tierkohle I mit Wasser 
geschlemmt, im Becherglas 10 Minuten turbiniert. 
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Filtrat durch Faltenfilter gegossen, durch Kohleteilchen dunkel gefar! 
schaumend. 50cem wurden in einer Schale im Vakuumtrockenschra 
eingedunstet. Dauer 50 Stunden. Temperatur 40° AuBenheizung. 

Es verblieb in der Schale auf dem Boden eine braune, amorph 
Masse. 

An den Seiten der Schale hatten sich weiBe, durchscheinende, horn 
artige Bldttchen abgeschieden 

Die braune, amorphe Masse reduzierte Fehlingsche Lésung, erwies 
sich somit als dextrinartig, firbte sich mit Jod gelb und léste sich in 
verdiinntem Weingeist, erwies sich demnach als Maltodextrin. 

Eine Probe der Blattchen wurde mit etwas Starkelésung und 
Phosphatpuffer bei 40°C unter VerschluB erwirmt. Die Jodprobe 
zeigte vollkommenen Abbau der Starke. 

Wiederholung der Versuche, aber mit der Héchstmenge von 10 ¢ 
Tierkohle. 

Es wurde 1g Diastase in 100 ccm allmahlich versetzt mit eine: 
Anschwemmung von 10 g Kohle unter etwa 1 Minute langem Turbinieren 
50 cem des Filtrats wurden in einer gewogenen Schale im Vakuum 
trockenschrank eingedunstet. Gegen Ende wurde der Inhalt der Schalk 
von den ausgeflockten Kohleteilchen durch Filtration befreit und 
dann bis zur Trockne eingedunstet (55 Stunden). Jetzt waren die 
braunen Dextrine auf dem Boden der Schale vollkommen verschwunden 
infolge Adsorption an die Tierkohle. An den Seiten der Schale fanden 
sich wieder die obigen weiBen Blattchen. Zur Bestimmung der Trocken 
substanz wurde die Schale im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsaw 
6 Stunden aufbewahrt. Das Leergewicht der Schale war vorher bestimmt 
worden 

Die Trockensubstanz betrug 0,090 g. 

Diese Amylasemenge wurde zwecks Feststellung der Verzuckerung; 
fahigkeit aufgelést zu30cem. Hiervon wurde zum Ansatz | ecm verwendet 
Dies entspricht der Konzentration des Ausgangspraparats (0,642: LOO 





:O.5 c¢em: 
Minuten Thiosultat Jod Farbe 
) 10.3 ‘ 
10 97 O68 
30 9.7 0.6 violett 
Wiederholung: 10g Diastase 250,0 H,O angeriihrt und filtriert 
100 g¢ Tierkohle in Schale angeschlemmt. Filtrat durch Faltenfilter mit 
etwa 5g Kieselgur geklart. Eindampfen in der gréBeren Literglock 


25mm 30°C. Auf dem Boden der Glocke blieb ein weiBer Belag zuriick 


Ein Teil wurde vorsichtig herausgekratzt und im Wageglaschen nac! 
12stiindigem Stehen im Exsikkator das Gewicht bestimmt. 


rd 


Die so gefundene Trockensubstanz betrug 0,2708 g. 








una 


roo 
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Obige Blattchen wurden in der Schale mit 84 g¢ Wasser gelést. Zur 
Bestimmung wurde zum Ansatz l cem verwandt 





Minuten Thiosulfat Jod 
0) 10.3 iD 
10 7.4 2,8 


Vergleich mit unbehandelter Diastase (0,642 ¢ T.S.: 100) 1 cem 





Minuten Thiosulfat Jod 
) 10 ‘) 
10 S.1 1.9 


Berechnung des Amylasewertes : 
k 1/10. 2.3026. log 3,6,0,7 0,163 576 
AW. aba 
g Praparat 
Berechnung von Gramm Praéparat : 
In 84cem 0.2708 g Amylase, 


0.2708 


In l cem 0.0032 ¢ Amylase 
S4 ° 
Demnach: 
AW. 0.163 576. 0.01 
0.0032 
A.W. 0.5118, Vz.F. (Euler) 6.5. 


Der Wirkungsgrad der Amylase nach der Kohlebehandlung war aut 
las 21!,fache gestiegen. 

Reaktion der gereinigten Lésung: Ninhydrinreaktion positiv, Molisch 
reaktion positiv, mit Ferrocyankalium Essigsiure keine Fallung, mit 
Pikrinséurelésung (1°.ig) keine Fallung:. 

Die Adsorption durch mit Ammoncarbonat gegliihte Tierkohle erfolgte 

der angegebenen Weise. Die Resultate stellten sich noch etwas giinstige 
1.W. 0,627 
Vz.F. 7,8 

Diastase 1,0 ¢ wurde zu 200 cem gelést. Im Becherglas turbiniert und 
ersetzt wurden 50 cem 0.25 cem Diastase mit 3,4¢ Tierkohle (aktiv 
Filtrat betrug 125cem. Zum Ansatz wurden 2,5 cem verwandt 





Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
‘) Uh () 
10 b.b 0 ora 
0.23026. log 3.6/0.6 0.2195. 


Die Bestimmung der Trockensubstanz ergab 


im 10 ecem.. . OO14 go 
7s d U.0035 eg 


lemnach : 


A.W. 0,2195 . 0,01 0,0035 0.6271. 
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Adsorption an Tierkohle nach aseptischer Autolyse. 

In den vorangehenden Versuchen gelang es, die Diastasepraparat: 
auf den zwei- bis dreifachen Wirkungswert zu _ bringen. Dj 
begleitenden Dextrine waren durch die Kohleadsorption vollkomme; 
beseitigt. Nach dem Einengen im Vakuum hinterblieben weiBe Blatt 
chen, die sich klar im Wasser zu einer schiumenden Fliissigkeit liste; 
Die Lésungen gaben aber noch starke Reaktion nach Molisch wy 
starke Ninhydrinreaktion. Um die gleichzeitige Adsorption weitere: 
mit der Amylase durch Adsorptionskrafte vergesellschafteter Eiweii 
stoffe und Kohlehydrate durch die Tierkohle zu erreichen, mubBten 
diese Ballaststoffe von der Amylase losgelést werden, um die Mit 
adsorption der Amylase selbst zu verhindern. Diese geschah dure} 
aseptische Autolyse gealterter Diastaselisungen. 

Nach unseren Versuchen behalten Diastaselésungen nach langeren 
Altern im verschlossenen GefaB iiber eine Woche lang die volle Aktivitat 
Das Altern erfolgte in einer verschlossenen Glasstépselflasche bei einer 
Zimmertemperatur von etwa 15 bis 20°C. 

1g Diastase wurde in einer Schale mit etwas Wasser angeriihrt 
durch Faltenfilter filtriert und zu 100 cem quantitativ gelést. Zum 
Ansatz wurden in iiblicher Weise 0,5ccm verwandt: 








Minuten Thiosulfat Jod 1—2 k 
0 10.4 0 4 5 
2 9.9 0.5 3.5 0.0209 
4 9.7 0.7 3.3 0.0233 | 
6 93 1 2.9 0,0234 ” 
8 9,0 1,4 2.6 0,0234 
21 7.4 3.9 1.0 0.0290 ‘ 
0,025 
\ 
Die Lésung blieb 2 Tage stehen, war triibe und sauer gegen Lackmus ¢ 
Zum Ansatz wurden wieder 0,5 cem verwandt: 
\ 
Minuten Thiosulfat Jod a—z k 
0 10.2 0 4 
3 9.9 03 3,7 0,0113 
4 9.6 0.6 3.4 0.0176 : 
6 94 O8 3.2 0.0161 
S 93 0.9 3,1 0.0138 | 
18 &.0 92 1.8 0.0190 


0.0155 
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Nach 4 Tagen: 








Minuten Thiosulfat Jod 
0 10.2 0 4.0 
2 99 0.3 3.7 0.0169 
4 96 0.6 3.4 0.0176 
6 90 1.2 28 0.0258 
12 8.8 1.4 2.6 0.0156 
1S 5.4 1.5 2,2 0.0144 
0.2 
Nach 10 Tagen triibe, flockig, iibel riechend 
Minuten Thiosultat Jod : z k 
0 10.5 0 0 
2 10.0 0.5 5 0.0290 
4 9.8 0,7 3.4 0.0209 
6 9.3 1,2 2.8 0,0258 
5S 9.0 1.4 2.6 (0.0234 
21 74 3.0 1.0 0.0290 
0.025 


Diastaselésungen in unbedeckten GefaéBen verlieren ihre Aktivitat 
sehr schnell infolge der zersetzenden Tatigkeit hereingefallener Bakterien 

Die in einer Glasstépselflasche aufbewahrte Lésung war nach 
10 Tagen triibe und iibelriechend (milchige Fliissigkeit). Die Be- 
stimmung der Reaktionskonstanten ergab jedoch dieselbe Aktivitat 
wie die des Ausgangspraparats. 

Die Amylase scheint sich demnach infolge Autolyse von den 
assoziierten hochmolekularen Begleitstoffen langsam loszulésen. Um 
Bakterientatigkeit auszuschalten, wurde die Diastaselésung in den 
weiteren Versuchen mit Toluol etwa 20 Minuten lang an der Turbine 
gerihrt. Die Toluoldecke schiitzte vor weiterer Infektion 

Um die hydrolytische Tatigkeit zu verstarken, wurde mit stark 
verdiinnten Diastaselésungen gearbeitet (1: 800). Das Altern erfolgte 
in einer 10 Liter-Weithalsflasche, zunachst 2 Tage lang iiber der Heizung 
bei 40°C. In der triibe gewordenen Fliissigkeit hatte sich ein feiner 
kolloider Niederschlag gebildet. Die Adsorption der durch die Autolyse 
abgetrennten Begleitstoffe erfolgte an Tierkohle. 

Da die in den vorangehenden Versuchen verwendete Tierkohle 
teilweise mit durch das Filter lief, wurde mit anderen Kohlensorten 
von gréberer Dispersitaét und héherem spezifischen Gewicht gearbeitet 


Es muBte zunichst durch Vorversuche experimentell die Héchst- 
menge der betreffenden Kohlensorte bestimmt werden, die gerade aus- 
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reichte, um die durch Autolyse losgelésten I 
mit den Dextrinen an sich zu reiBen, ohne die 
sorbieren 

Vorversuche. 
diente LI. 


Als Ausgangspraparat Diastase 


Amylasewertes wurde 1 g Diastase III im Morser mit etwa 400 cem Was: 
angerieben und auf 500 cem nach der Filtration aufgefiillt. 





W. Sommer: 


3allaststoffe zusammey 
Amylase selbst zu 


Zur 





Ansatz 2,5 cem: 
Minuten Thiosulfat Jod 

0 93 0 

10 6.3 3,2 

40 5.7 3.6 
k 2.3026 .1 10. log 3,6 0,4 2.3026 . 0,095 424, 

: 2.3026 . 0.0954 . 0.01 
A.W - 0.5085. 


0.044 32 


Als Kohlensorten wurden verwandt: 1. 
, ein Praparat aus der Vorkriegszeit. 
Etwa l0g Ill 
1 Liter Wasser angerieben und in eine 


alt 


Diastase wurden in einer P% 


Dureh Zufiigen von destilliertem Wasser wurde die 
von 8 Liter und durch 
gelblichen wurden 500 cem 


volumen gebracht 


klaren, Lésung etwa 
10 Minuten an einer Turbine stark geriihrt. 


Nach der Teilung der F liissigkeitsschichten wi 


Mebzylinder abgehebert und das Volumen nach Absetzen des Schaun 


abgelesen. 
200 cem 0,25 ¢ Diastase. 


Zur 


Faltenfilter 


Wertbestimmung wurden wie tiblich 4 cem ver 


Knochenkohle, 2. Tierkohle 


»rzellanschale 
10-Liter-Weithalsflasche tiberspiilt 
Loésung auf ein Gesar 

filtriert. 


Toluol 


irden 200 cem in 


Dies entspricht der Konzentration 1: 


wendet. 


Ansatz: 4ccem Diastaselésung (1: 800) 
6 Phosphatmischung (py 
10 2°.ige Starkelésung 
20 com 


Hiervon wurden wie iiblich 


10 cem zur Titration verwendet: 





Minuten Thiosulfat Jod 
0) 40 0 
1) 5,7 3.3 


Die Restlésung wurde in ein Becherglas 


gegossen, 


hinzugegeben und 1 Minute an der Turbine geriihrt. Diese 
berechnete sich proportional dem Gehalt an Kohlehydraten. 
friiheren Versuchen berechnete sich fiir 1 g Diastase II mit 


das Maximum von 10g Tierkohle. 
Ill enthielt 8,52 Maltose. 
Diastase III: 


Diastase 
lg 


Das jetzt verwendete Ausgangsprapat 
Proportional berechnet 


15,0 Knochenkohle. 





3 75 q K noe he nkol 
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Nach dem Absitzen des Kohlenniederschlags wurde durch Faltentilter 














Men 
, riert, von dem Filtrat wurden 4cem zum Ansatz verwandt 
a 
Minuten Thiosultat lod Farbe 
0 G5 0 
10 6.0 3.3 braun 
ASS 
zu Wiederholung des Versuc hs mit 2.5 q Tierkohle alt: 
1. 200 cem 0.25 ¢ Diastase wurden in ein Becherglas iiberge spilt, 
25g Tierkohle hinzugesetzt und | Minute an der Turbine geriihrt Die 
Kohle setzte sich rasch zu Boden. Jetzt wurde durch Faltentilter filtriert 
Das Filtrat war vollkommen wasserklar und zeigte keine Schaumbildung 
Zur Priifung wurden 4ccm angésetzt: 
Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
0 + ed 0 
10 9.2 ) blau 
e 2. Wiederholung des Versuchs mit Jgq_ Tierkohle alt Filtrat 
wasserklar, schwach schiumend, 250 cem. Zum Ansatz 5 ccm 
‘twa 
ul Minuten Thiosultat Jod Farbe 
ini 
cle 0 9,2 i) 
10 7,2 2 blauviolett 
3. Wiederholung des Versuchs mit 0,5 q Tierkohle alt: Filtrat 
rie ‘ ’ ° 
stark schaumend, wasserklar. Gesamtvolumen mit Waschfliissigkeit betrug 
n v4 . . “ 
250cem. Zur Bestimmung muBten demnach zum Ansatz 5ccem verwendet 
werden: 
Str) 
. 
Minuten Thiosultat Jod Farbe 
0 92 0 
10 6.3 2.9 gelbbraun 


Hauptversuche der Kohlebehandlung nach aseptischer Autolyse. 

10g Diastase 11] wurden wie oben in 8 Liter Wasser gelést, mit 
Xylol iiberschichtet und 2 Tage bei 40° stehengelassen. Es bildet sich 
ein feiner kolloider Niederschlag. Bei Behandlung von 200 cem Auto- 
lysat = 0.25g Diastase mit der vorher bestimmten Héchstmenge 
von 3,75 g Knochenkohle zeigte die Jodtitration die volle Wirksamkeit 
7 der Amylase. Das Filtrat war vollkommen wasserklar und schaumend. 
Nach etwa sechsstiindigem Stehen setzte eine weitere Fallung ein, die 


ler 

durch weitere 0.3 g obiger Kohle ohne Verlust beseitigt werden konnte 

rat Der Amylasewert nach zweimaliger Kohlebehandlung betrug 4,07 

” Die gleiche Behandlung mit 3,4 g Knochenkohle an dem eine Woche 
gealterten Autolysat lieferte ein Praparat vom Amylasewert 1,22 


Der Stickstoffgehalt betrug etwa 4,6°,. 
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Es zeigt sich also, daB bei 40°C nach dreimal 24stiindiger aseptise he 
Autolyse das Diastasefiltrat (1: 800) das beste Priaparat lieferte. Be; 
langerem Altern der Autolysate bei niederer Temperatur tritt ein 
zu starke Toluolsattigung ein, so daB die Tierkohle infolge der Flotation 
erscheinung nicht ihre volle Oberflache entfalten kann. 


Der Ansatzversuch wurde wiederholt mit einer frisch bereiteten 
Lésung (1: 800), die bei 40°C tiber der Heizung 3 Tage der Autolyse 
und der Toluolasepsis iiberlassen wurde. Nach dreimal 48 Stunden 
hatte die Lésung gegeniiber Methylrot noch nicht dieselbe Farbticfe 
wie die Phosphatpuffermischung pq = 5. Erst nach weiteren 6 Stunden 
ergab der kolorimetrische Vergleich dasselbe py = 5. 

An Stelle der Knochenkohle wurde jetzt mit der alten Tierkohle 
gearbeitet. 800 ccm zweitagigen Autolysats wurden mit 2 g Tierkohle 
alt — behandelt. Das Filtrat schaumte stark und zeigte keine Schadigung 
der Amylase. Nach weiteren 12 Stunden trat eine erneute Triibung 
des Filtrats auf. Die Jodtitrationswerte ergaben dieselbe Aktivitat. Die 
tribe Lésung wurde mit weiteren 1,3 g Tierkohle — alt — behandelt 
Das wasserklare, stark schiumende Filtrat zeigte einen Amylasewert 
(A.W.) = 5,8 oder nach Zuler Vz.F. 75,4. 


Untersuchung des reinsten Prdparats. 
q I 


Die Stickstof{fbestimmungen nach Kjeldahl ergaben 3,4°,. 10 cem 
der gereinigten Amylaselésung — entsprechend 0,83 mg Trocken 
substanz — wurden mit 2 cem 0,1 %iger Ninhydrinlésung im Reagenz 
glas erhitzt. Erst nach laingeremm Stehen farbte sich die Restlésung 
schwach violett. 

Die Reaktion auf Kohlehydrate nach Molisch mit a-Naphthol und 
Schwefelsaure wurde ebenfalls mit 10 cem ausgefiihrt und verlief vol! 
kommen negativ. Selbst nach lingerem Stehen zeigte sich keine Rot 
farbung. Die gereinigte Amylase war demnach frei von Kohlehydraten 

Zur Bestimmung des Améinostickstoffs wurden 500 ccm der ge- 
reinigten Amylaselésung in den eigens hierzu hergestellten Vakuum-. 
birnen auf 50 ccm eingedampft. In 10 cem wurde nach van Slyke das 
gebildete Stickstoffvolumen gemessen, das gebildete Gasvolumen 
wurde vollkommen von der alkalischen Permanganatlésung adsorbiert 
bestand demnach nur aus Stickoxyd. Demnach enthielt die gereinigte 
Amylase keinen Aminostickstoff. 


Protokolle. 


10g Diastase III wurden in einer Porzellanschale abgewogen, mit 
etwa 2 Liter Wasser angeriihrt und nach der Filtration durch Papierfilter 
in einem 10-Liter-Weithalsgefa8 auf 8 Liter Gesamtvolumen aufgefiillt. 
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Nach Zugabe von 500 ccm Xylol wurde etwa 10 Minuten an der Turbine 
stark geruhrt. Das Autolysat blieb 2 Taq hei 40° C stehen. Es bildet sich 
feiner kolloider Niederschlag. 
200 cem des zweitagigen Autolysats (entsprechend 0,25 g¢ Diastase) 
wurden in ein Becherglas hineinpipettiert, die Fliissigkeit an der Turbine 


stark geriihrt und 3,75 g Knochenkohle auf einmal hinzugegeben. Nach 
len Absetzen wird die Kohle durch Faltenfilter abfiltriert, wobei starke 
Schaumbildung eintritt. Nach Zusammenfallen des Schaumes wird der 
Kohlenriickstand mit Wasser nachgewaschen. Das Filtrat wurde mit 
Waschwasser im MeBkolben auf 250 ccm aufgefiillt. Zur Bestimmung 


wurden 5cem zum Ansatz verwandt. 


Ansatz: 5cem Filtrat 
10 ,, 2°. ige Starkelésung 


5 ,, Phosphatpuffermischung 
20 cem 


Zur Titration wurden wie iiblich 10 cem mit der alkalischen Jodlésung 
versetzt. 





Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
0 9,2 0 
10 63 2.9 gelbbraun 


Die Lésung wird nach der ersten Kohlereinigung noch weitere 
{8 Stunden stehengelassen. (Fliissigkeit milchig getriibt.) Zur Priifung 
wurden wie oben 5cem verwandt: 





Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
‘) 9.2 0) 
10 63 2.9 gelbbraun 


Durch das weitere Altern und die erneut auftretende Triibung ist 
lemnach keine Schadigung eingetreten. Zur Beseitigung der neuen Triibung 
wurden 240ccem der nochmals gealterten Diastaselésung im Becherglas 
an der Turbine geriihrt und mit 0,3 ¢ Knochenkohle versetzt. 


Das Filtrat war jetzt vollkommen wasserklar und schéumend. Das 





Gesamtvolumen betrug mit Waschwasser 255 ccm. Zur Bestimmung 
wurden angesetzt 5. 240/200 5.4 cem: 
Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
0 9,2 0 
10 6.3 2.9 gelb 


k 2.3026 .1/10.log 3,6 0,7 0,2196. 


Bestimmung der Trockensubstanz. 


l0cem der gereinigten Diastaselésung wurden in einer Porzellan- 
schale im Vakuumtrockenschrank allmahlich eingedunstet und im Exsikkator 
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iiber Schwefelsdure bis zur Konstanz getrocknet. Die Bestimmung 
Trockensubstanz ergab: 
In 10 cem 0.001 ¢ 
0.01.54 


In 54cem 10 0.54 mg 


Demnach : 


2196 
Aw, — SE" gs 


0.0054 
Vz.F. (Euler) 13. Am.W. 53.3. 


Wiederholung der Behandlung mit Knochenkohle an dlteren Autolysa 
1g Diastase II] wurde in einer Porzellanschale mit etwa 150 cen 
Wasser angeriihrt, durch Faltenfilter filtriert und im MeBkolben n-« 
dem Absetzen des Schaumes auf 200cem aufgefiillt. Die Lésung wurd 
in ein Becherglas tiberfiihrt, mit etwa 50 cem Toluol versetzt und an « 
Turbine 15 Minuten lang geriihrt. Die Fliissigkeit blieb bei 40°C ein 
Woche lang stehen. Es hatte sich ein triiber, feiner Niederschlag gebildet 
50ecem dieser Lésung wuiden herauspipettiert und in einer kleine: 
Glasstépselflasche mit 3,75g ausgegliihter Knochenkohle an de 
Maschine 2 Minuten geschiittelt. Die Fliissigkeit wurde nach der 
Absetzen der Kohle durch ein kleines Faltenfilter filtriert. Nach de: 
Nachlassen der Schaumentwicklung wurde der Kohleriickstand mit 
wenig Wasser nachgewaschen.  Filtrat nebst Waschwasser betrug 
70 cem Entsprechend 5mg Ausgangspraparat wurden zur Wert 
bestimmung 1,4 cem angesetzt: 
Ansatz: 1,4cem Kohlefiltrat 

8.6 ,,  Phosphatmischung 

10.0 .. 2°. iger Starkelésung 

20,0 com 

Zur Titration wurden wie tiblich je 10 ccm der alkalischen Jodlésw 

zugesetzt. 








Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
0) Yt 0 
10 6.2 29 rot 


Zur Bestimmung der Trockensubstanz wurden 14 ccm des Filtrats 
einer Porzellanschale imVakuum vorsichtig eingedunstet und nach Trockm 


iiber Schwefelsdure bis zur Konstanz das Gewicht bestimmt. Die B 
stimmung ergab 0,0018 g. 
Demnach waren in der Bestimmungsprobe 1,4 cem 1,8 mg T.S., 
k 0.230 26 . log 3.6.0.6 0.102 
oder 
A.W. 6,168 . 0,01 1,22. 
0.0018 


Vz.F. (Euler) 15.86. 


Die Stickstoffbestimmung ergab 4,6°, N in der Trockensubstanz. 
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gz der Wiederholung der Versuche mit alter Tierkohle ergab ein noch 


besseres Resultat. 


1 g Diastase Il] wurde in einer Porzellanschale mit wenig Wasser 
ngerieben und nach Absetzen des Schaumes in einem MeBzylinder 
uf 800cem aufgefiillt und durch Faltenfilter filtriert Die gelbe 
Lésung wurde in einem Becherglas mit etwa 200 ccm Xylol 10 Minuten 
stark an der Turbine geriihrt. Die Mischung blieb dreimal 48 Stunden 
iiber der Heizung bei 40°C stehen. Die Reaktion ist gegen Lackmus 








Isa noch schwach sauer. Gegen Methylrot noch nicht dieselbe Farbtiefe 

— wie die Phosphatmischung (px 5). Nach weiteren 6 Stunden hat 
na die Reaktion gegen Methylrot dieselbe Farbtiefe wie die Pufferlésungen 

— Das Autolysat ist milchig triibe. 

n ae 

| aioe Erste Kohlebehandlung 

ildet 800 ccm des Autolysats (1,0 Diastase) werden im Becherglas mit 

eine! 2¢ der alten Tierkohle 2 Minuten stark an der Turbine geriihrt. Nach 
der dem Absitzen des Schaumes wird durch Faltenfilter filtriert und der 
den Filterriickstand mit Wasser nachgewaschen. 

det Das Filtrat mit Waschwasser betragt 1000 cem. Demnach ist die 

I ' » ‘ - : . 

i jetzige Konzentration 1: 1000. Entsprechend der tiblichen Messung 
tg eines 5mg Ausgangspraparat Aquivalenten Volumens wurden zum 
_ Ansatz 5eem verwandt: 

Ansatz: 5eccm Filtrat 
5 ,, Phosphatmischung 
0 ws 2°.ige Starkelésung. 
Zur Titration wie tiblich 10 ccm: 
— Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
——— 0 92 0 
10 65 2.9 gelbbraun 
Nach weiteren 24 Stunden tritt eine erneute Triibung auf 
ts Zweite Kohlebehandlung. 
kre . - 

R Das Filtrat der ersten Kohlebehandlung (1000 ccm 1g Diastase) 
wird im Becherglas stark turbiniert und nochmals 1,3 g der alten Tier- 
kohle hinzugegeben. 

Filtrat 1200 cem. Zum Ansatz 6 cem: 
Minuten Thiosulfat Jod 
0 92 0) 
E. 10 5.8 3.4 
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Berechnung von k. 


h 1/10. 2.3026 . log 3.6/0.2 0.2901 


Die Bestimmung der Trockensubstanz ergab 


In 60 cem 0.0050 ge, 
te 0.0005 e. 
Amylasewert: 
: kk. 0.01 0.2901. 0.01 
A.W. - - 
0.0005 0.0005 
A.W. 5.8, 
Vz.F. 75,4. 


Stickstoffbestimmung des reinsten Praparats: 
_ 0.5 mg . 250 
250 cem & 0.02085 ¢ Amylase 
6 A 
wurden nach Ajeldahl verascht. 

Vorgelegt 25 . 0,827 20,7 cem n/50 HC! 

Zuriicktitriert 17.9 ,, n/5O0HCI 

2.8 cem n/50 HC! 

2.8.0.28 mg. 100 


N = 3.8 
0.020 85 


Tierkohlebehandlung an dlteren Autolysaten. 

0.25 g Diastase 11] wurden zu etwa 200 ccm gelést, bei Zimmer 
temperatur 9 Tage bei Toluolschutz autolysiert. Im Becherglas wurd 
stark turbiniert und 0,5g Tierkohle hinzugegeben. Nach 1 Minut 
langem Riihren wurde durch Faltenfilter filtriert. 

Filtrat wurde mit Waschwasser aufgefiillt auf 250ccem. Ent 
sprechend der tiblichen Wertbestimmung, bezogen auf 5 mg Ausgang 
praparat, wurden wieder zum Ansatz 5ccm verwandt: 





Ansatz: 5eem Kohlenfiltrat 
5 ,, Phosphatmischung 
10 ., 2°. ige Starkelésung 
20 cem 
Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
0 9.4 0 
10 6.5 2.6 rotviolett 


Das Filtrat blieb, mit Toluol gesattigt, weitere 12 Stunden stehe: 
Nach Turbinieren wurden wieder 0,1 g Kohle zur Beseitigung der new 
Triibung hinzugegeben. 

Filtrat Waschwasser betragt 350 cem. Zum Ansatz 7 cem. Reakti 


sauer gegen Methylrot. 














Reinigung der Malzamylase. s23 
Minuten Thiosulfat Jod Farbe 
‘) Q 0 
10 6.2 3.3 braun 
Die Bestimmung der Trockensubstanz des Filtrats ergab 
In 14 cem 0,0036, 
7: ie 0.0018. 
) er: 
a 0.024896 . 0.01 
Am.W 1.38 
0.0018 
Vz.F. 18,94. 
Ergebnis. 
Die zur Reinigung der Amylase benutzten Ausgangspriparate 
Diastase Merck — stellten ein gelbes Pulver dar, das zu etwa 50°, in 
Wasser léslich war. Der Stickstoffgehalt der Ausgangspriparate 


chwankte zwischen 5 und 8°. Ferner enthielten die Praparate héher- 
wlekulare Kohlehydrate, die sich durch ihre Léslichkeit in Alkohol 
on 50 Vol.-° und starke Reduktionswirkung als Erythrodextrine 
ennzeichneten. Das letzte Praparat mit etwa 8°, Gesamtstickstoff 
enthielt etwa 9°, Kohlehydrate als Maltose berechnet. Die Liésungen 
eduzierten Fehlingsche Lésung und gaben starke Ninhydrinreaktion 
Der Amylasewert dieser Praparate betrug im Durchschnitt 0,2 bis 0.5 
Ferner gaben die Ausgangslésungen simtlich eine starke Peroxydase- 
eaktion mit Benzidin und Wasserstoffsuperoxyd, was auf das Vor- 
indensein der die Amylase begleitenden Peroxydase zuriickzufiihren 
Die Adsorptionsversuche mit Kaolin, Zinnsiure und Aluminium. 
hnvdroxyd klarten tiber das Adsorptionsverhalten der Amylase auf 
\us dem Aluminiumhydroxydadsorbat war die Amylase durch sekun- 
ares Phosphat ohne Verlust eluierbar. In der Restlésung blieben etwa 
0°, unwirksamer Substanz zuriick. Bei der Adsorption mit Zinnsiure- 
uspension wurden sogar 70°, unwirksamen Riickstands abgetrennt 
Dagegen zeigten die Elutionen aus Kaolin und noch stirker aus Zinn- 
sure starke Inaktivierung der Amylase. Die sauren Kolloide, wie 
Kaolin und besonders Zinnséure, trennen aus der Amylase anscheinend 
nen Begleitstoff ab, der der Amylase als Schutzstoff dient und fiir 
die Bestandigkeit des Ferments notwendig ist. Das starker basische 
\luminiumhydroxyd nimmt diesen Schutzstoff bei der Adsorption 
mit. Die Adsorption an gallertiges Zinkphosphat gelang nur unter 
Zusatz von etwa 20°, Alkohol, der dem Gel als Schutzstoff dient 
Die Uberfiihrung in das kristalline Zinkphosphat erforderte aber zu 
ange Zeit, in der die Amylase zum gréBten Teile inaktiviert wurde 
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Fernet zeigte sich, daB die Amylase nach der Verzuc kerung 
Starke aus dem Maltosekomplex restlos adsorbierbar und eluierbar 
Nach langerem Erhitzen auf 50°C bleibt die noch nicht geschiv 
Amylase adsorbierbar, ist jedoch nicht mehr zu eluieren. Die Adsory 
tritt in diesem Falle an einer aktiven, ungeschiitzten Gruppe des Fern 
selbst ein und fiihrt zu dessen Inaktivierung. 

Es wurde deshalb ein neuer Weg zur Isolierung der Amylase 
geschlagen 

Diastaselésung, unter VerschluB aufbewahit, zeigte noch 
8 Tagen Alterung ihre volle Aktivitat, obwohl die Lésung vollkom: 
triibe und iibelriechend geworden war. Die Messung der Reaktion 
konstante ergab dieselbe Aktivitat wie die frisch bereitete Ausg 
lésung. Wwden aber Lésungen in offenen GefiBen aufbewahrt 
zeigte die Lésung schon nach mehreren Stunden keine Wirkung mel 
infolge der zersetzenden Tatigkeit hineingelangter Bakterien U 
den bakteriellen EinfluB vollkommen auszuschalten, wurden di 


Lésungen stark mit Toluol geriihrt und blieben mit einer Toluolschic}i: 


bedeckt. 


Es handelt sich hier wahrscheinlich um eine langsame Loslésung 


der Amylase von den assoziierten EiweiBstoffen. Der entstehend 


feine, kolloidale Niederschlag geht selbst durch gehartete Filter und 


Kollodiummembranen. Die Beseitigung der losgelésten Begleitstoff 
zusammen mit den Dextrinen erfolgte durch Adsorption an Tierkoh|: 


Als bestes Kohlepraparat erwies sich eine alte, aus der Vorkriegszeit 


stammende Kohle von sehr hohem spezifischen Gewicht und hohen 


Aschengehalt, der sich nach dem Ausgliihen der Kohle durch einen 
grauen Riickstand zu erkennen gab. Die Messung der Aktivitat de: 


Amylase erfolgte jedesmal vor und nach der Kohlebehandlung. 

Um die Autolyse zu beschleunigen, wurde in stark verdiinnte: 
Lésungen gearbeitet und bei einer Temperatur von 40°C. Am inten 
sivsten wirkte die Tierkohle bei einem dreitagigen Autolysat (40° € 


unter Toluolschutz. Der Sauregrad des Autolysats steigt nicht tiber 
pu== 5. Bei langerem Stehen der Autolysate bei niederer Temperatw 
(20°C) tritt eine starkere Sattigung der wisserigen Lésungen mit 


Toluol ein. Werden diese starker mit Toluol gesattigten, wasserige 
Lésungen dann mit Kohle behandelt, so ballt sich die Tierkohl 

Kliimpchen zusammen, infolge der Flotationserscheinung, und kam 
dann nicht mehr ihre volle Wirksamkeit entfalten. AuBerdem sche 
gerade die optimale Wasserstoffionenkonzentration (pq = 5) fiir «i 


Stabilitat der Amylase und deren Trennung von den assoziierten Ballas’ 


stoffen besonders giinstig zu sein. 
Das nach dreitagiger Autolyse bei 40°C mit Tierkohle zwein 
fraktioniert behandelte Amylasefiltrat war vollkommen wasserk! 
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Reinigung der Malzamylase. B25 


{ schaiumte stark. Der Amylasewert betrug 5,8, die Verzuckerungs 


igkeit nach Euler Vz.F 75.4 Der Stickstoffgehalt war von 
s auf 3.8°,, gesunken. Das Priparat war vollkommen frei von redu 
enden Kohlehydraten Sogar die héchstempfindliche Reaktion 
ch Molisch war vollkommen negativ Nur eine ganz schwache 


Ninhydrinreaktion zeigte noch Spuren von EiweiBabbaustoffen an 
Durch die zweimalige Kohlebehandlung nach aseptischer Autolyse 
ngt es, den Wirkungsgrad der Amylase vom Amylasewert 0,2 bis 0,5 
f einen Amylasewert von 5,8, also etwa auf das 12- bis 30fache des 
\usgangspraparats zu steigern. Da anzunehmen ist, daB die in der 
fechnik als Ausgangspraiparate- verwandten Diastaseausziige die 
\mylase in teilweise inaktiviertem, aber noch kolloid-stabilem Zustande 
nthalten, so diirfte sich die Methode der Kohlereinigung nach ase ptise her 
\utolyse an frischen Malzausziigen zugunsten bedeutend héherer 


Wirkungsgrade noch erfolgreich ausbauen lassen Vielleicht gelingt 
es, durch geeignete Auswahl der Tierkohlen fraktioniert die Begleit 


stoffe volilstandig zu entfernen 
Die Methode hat 
len Vorteil, daB die Amylase frei von Salzen wie sekundiren Phos 


gegeniiber den bisherigen Adsorptionsmethoden 
phaten, die zur Elution der Amylase nach den Adsorptionsmethoden 
gebraucht werden, erhalten wird. Besonders fiir die hoéhdispersen 
Malzamylasen, die durch die meisten Dialysiermembranen durch- 
diffundieren, ist diese Methode von besonderem Wert. In einem Falle 
gelang es sogar, die Amylase (Vz.F. 9.1) nach dem Eindampfen in 
Form weiBer Blattchen zu isolieren, die sich klar im Wasser lésten 
Die Methode der Kohlebehandlung nach aseptischer Autolyse hat 
ferner den Vorteil, daB die jedesmalige Anstellung der alkalischen 
Elutionen auf die optimale Aciditat fortfallt. 

Ferner gelingt es durch diese Methode, die Amylase vollkommen 
lrei von Kohlehydraten zu erhalten. Inwieweit das noch die Ninhydrin- 
reaktion gebende Peptid als Begleitstoff fiir die Bestandigkeit oder 
als kolloider Trager der Amylase in Betracht kommt, ist noch zu 


intersuchen. 
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Uber das Verhalten 
saurer und alkalischer Biden im Joddiingungsversuch. 


Von 
Th. von Fellenberg. 
(Aus dem Laboratorium des eidgendssischen Gesundheitsamtes 


(kingeqangen am 8. Juli 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einiger Zeit! wurde iiber einen Joddiingungsversuch mit 
Runkelriiben berichtet, bei welchem es sich gezeigt hatte, daB dies: 
Pflanzen auf Joddiingung zwar nicht durch einen Mehrertrag an Kraut 
und Wurzeln reagierten, wohl aber durch eine allerdings nur recht 
geringe Mehraufnahme an Jod. 

Einen Erntemehrertrag wollte J. Stoklasa? bei der Zuckerriibe fest 
gestellt haben. MM. von Wrangell? unternahm an der landwirtschaftlicly 
Hochschule in Hohenheim in den Jahren 1924 bis 1926 eine Reihe \ 
Kulturversuchen mit mehr als einem Dutzend verschiedener Pflanze: 
ohne irgendwelche Ertragssteigerungen feststellen zu kénnen. Hinge 
konnten A. Scharrer und A. Strobel* starke Jodanreicherung bei dle: 
von ihnen untersuchten Pflanzen feststellen bei Verwendung eines saur 
und eines neutralen Bodens (pq 5,45 und 6,57). 

Die hier zu besprechenden Topfversuche wurden im Sommer 12 
durehgefiihrt. Es handelte sich darum, die Wirkung der Joddiingung 
auf ein und dieselbe Pflanze bei verschiedenen Béden zu untersuchen 
und zwar sollte einerseits festgestellt werden, ob der Ernteertrag da 
durch beeinfluBt wiirde, andererseits, ob das durch die Pflanzen aut 
genommene Jod je nach der Bodenart variiere. 

Zwei wichtige Eigenschaften der Béden diirften bestimmend 
sein fiir die Jodaufnahme der Pflanzen, ihr Adsorptionsvermégen fiu 
Jod und ihre katalytische Wirkung, d.h. ihre Eigenschaft, Jodionen 


! Diese Zeitschr. 160, 210, 1925. 

7 C.r. 128, 120, 1924. 

3 Das Jod als Pflanzennaihrstoff. Die Naturwissenschaften 15, 70 

* Angewandte Botanik. Zeitschr. f. Erforsch. d. Nutzpflanzen 9 
187, 1927. 
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Th. v. Fellenberg: Verhalten saurer u. alkalischer Béden usw. : 


n elementares Jod iiberzufiihren. Es ist a.a.QO.! gezeigt worden, 
daB die Biden diese Eigenschaft in sehr verschiedenem Grade _ be- 
sitzen, und daB sich besonders saure und eisenreiche Béden durch eine 
hohe katalytische Wirkung auszeichnen. 

% . . ° . ° . 

Uber die Adsorption des Jodions habe ich auch bereits friither* 
einige Versuche angestellt. Die Versuchsanordnung war aber damals 
nicht einwandfrei gewesen. Ich suchte deshalb, durch neue Versuche 
das Adsorptionsvermégen einiger Materialien fiir Jod festzustellen, 
und zwar verwendete ich dazu gegliihte Kieselgur, Kaolin, gefalltes 
Caleiumearbonat und Tierkohle. Die Versuche wurden mit Jodion 
und mit elementarem Jod durchgefihrt. 

Zu den Adsorptionsversuchen mit Jodion wurden je 25 cem K J-Lésung, 
enthaltend 0,4 mg K J, entsprechend 0,306 mg J, mit 0,1 g der Adsorbenzien 
n Reagenzglaisern mit Glasstépsel unter zeitweiligem Umschwenken stehen 
gelassen. Die Glaser waren nahezu ganz gefiillt, so daB die Méglichkeit, 
daB etwa wahrend der Versuchszeit bei der Probe mit Kieselgur elementares 
Jod auftrat, auf ein Minimum reduziert war. 

Nach 2 Stunden wurde die Fliissigkeit durch Zentrifugieren abgetrennt 
nd der Riickstand zweimal mit je 10 cem Wasser aufgeschiittelt und aus 
zentrifugiert. Nun wurden die Riicksténde mit 3 Tropfen gesittigter 
Pottaschelésung und 10cem Wasser % Stunde im Wasserbad erhitzt, 
um das adsorbierte Jod wieder herauszulésen. Man trennte die Fliissigkeit 
wieder durch Zentrifugieren ab und bestimmte darin das Joc. 

Man fand fiir die Adsorption von Jodion aus 25cem 0,0016° igen 





K J-Lésungen (0,0012° J) an je 0,1 g Adsorbens folgende Werte: 
Kinneloer Kaolin Calciumcarbonat Tierkohle 
0,55 3 0.257 0.6 3 Mi,0 > 
0.18 °, 0.08 °, 0,20 °, 18.3 °. 


Entsprechende Versuche wurden mit wasseriger Jodlésung ausgefiihrt. 
Etwas Jod wurde mit warmem, destilliertem Wasser geschiittelt, filtriert 
und die Lésung abgekiihlt. Je 25cem der Lésung wurden mit 0,1 g der 
oben genannten Materialien 14 Stunde geschiittelt. Die weitere Verarbeitung 
geschah in gleicher Weise wie beim vorhergehenden Versuch. Der Jod 
gehalt der Lésung betrug 0,277 mg in 25 cem, also nahezu gleich viel, wie 
beim Versuch mit Kaliumjodid. 

Man fand fiir die Adsorption von elementarem Jod aus 25 cem dieser 


0,.0011° igen wasserigen Jodlésung 





Kinslont Kaolin Calciumcarbonat Nierkohle 
10 > Lo 3 25 3 43.0 ; 
0.36 °: 0.69 °, 0.99° 15.6 ® 


1 Th. von Fellenberg, H. Geilinger und K. Schweizer, Uber das Frei 
werden elementaren Jods aus Erde. Diese Zeitschr. 152, 172, 1924 
2 Diese Zeitschr. 152, 166, 1924. 
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Wir sehen, daB Tierkohle sowohl Jodion als auch element 2 

Jod weitaus am besten adsorbiert. Die untersuchten mineralische; 
Adsorptionsmittel nehmen elementares Jod besser auf, als ionisiert: 
Da der hier nicht naher beriicksichtigte Dispersionsgrad fiir die Ad 
sorption mitbestimmend ist, sollen die Unterschiede zwischen Kies: 
gur, Kaolin und Calciumearbonat nicht naher erértert werden. Wi 
hbegniigen uns einstweilen mit der Feststellung, daB alle drei Materialie: 
Jod in ahnlicher GréBenordnung festhalten 

Die Kulturversuche wurden in der Vegetationsanlage der schwi 
zerischen agrikulturchemischen Anstalt Bern-Liebefeld durchgefiihrt 
Die naiheren Bedingungen betreffend Sortenwahl, Wahl der Béde 
Kulturbedingungen wurden in einer Konferenz gemeinsam mit cd: 

Herren Dr. F. Keller, Dr. Ritter und Dr. Truninger besprochen. Dr. Kell: 

leitete die Kulturversuche. Herrn Dr. Schmid spreche ich fiir die E f 
méglichung dieser Untersuchungen, den genannten Herren fiir ihr 
Beihilfe meinen besten Dank aus 

Als Versuchspflanze wurden Karotten gewahlt. Die Aussaat geschah 
am 12. April 1926 in Tépfen von 20cm Héhe und 20 em Durehmesse: 
auf folgenden vier Béden, die mit Phosphor, Kali und Stickstoff 
diingt worden waren: 

I. Boden vom Liebefeld, Magerland, diluvialer Schotter. 
Il. Boden vom Paturage du Droits-Malleray. 

Ill. Boden von Sageriitti, Miinsingen, Alluvialboden 

IV. Gartenkomposterde der Girtnerei Z., Liebefeld 

(Wir werden die Béden in Zukunft gelegentlich nur mit diesen 
Z iffern bezeichnen.) 

Mit jedem der drei ersten Biden wurden sechs Versuche an 
gestellt, und zwar: 

A. Ohne Stallmist. 
l. Mit Karotten, ohne Jod, 
2. mit Karotten, mit Jod, 
3. unbepflanzt, mit Jod. 


B. Mit verrottetem Stallmist (944 pro Top} ). 





4. Mit Karotten, ohne Jod, 
5. mit Karotten, mit Jod, 
6. unbepflanzt, mit Jod. 


Bei der Komposterde lieB man die Versuche mit Stallmist (4 bis 6) wes 

Die Versuche 1, 2, 4 und 5 wurden mit je zwei Tépfen vorgenomm« 
Die Leerversuche (3 und 6) mit je einem Topf, sie sollten dazu dienen, si: 
iiber den Verbleib des zugesetzten Jods zu orientieren. 

Der Jodzusatz war bei den Versuchen 2, 3, 5 und 6 stets derselbe; e: 
betrug 0.01l5T¢ KJ 0,012 ¢ J pro Topt von etwa 6 kg Erde oder etw 














Verhalten saurer und alkalischer Béden im Joddiingungsversucl 329 








t 2 mg pro Kilogramun frischer Erde. Das in die Tépfe eingebrachte Gewicht 
34 he r Erden ditferierte jedoch bei den verschiedenen Béden ziemlich stark 
nt Die genaue Jodmenge pro Topf ergibt sich aus der folgenden Tabellk 
\d Tabelle 1 Jodzusatz zu den verschiedenen Béden 
lest 
Erd o Getal odzusat 
\\ Wassergehalt der cas = ki troek ¢ 
" ' . 
alie) soden eingefullten Erde cingetullt trocken Erde 
we I 15.2 69O00 Anan 2 36 
~~ I 18,8 5200 4220 2.84 
i 
, ll 21.0 5700 4500 2 67 
—_ I\ 21,6 4800 3760 3.19 
ae 
ell: Das Jod wurde den Pflanzen am 11. Mai 1926 als Kopfdiingung 
kK geveben. 
ihre Zur Charakterisierung unserer Erden wurden verschiedene Be 
timmungen ausgefiihrt, vor allem die Bestimmung der Wasserstoff 
hah onenkonzentration und des Jodabspaltungsvermégens 
SSE] Die elektrometrische py-Bestimmung verdanke ich der Liebens- 
rt wiirdigkeit von Herrn K. Keller, Liebefeld. Sie wurde in wiisserigetr 
Lésung, sowie auch in doppelt normaler KCl-Lésuny durchgefiihrt 
P} 
Letztere Bestimmung gibt bekanntlich auch die Austauschaziditat 
bzw. die potentiellen Wasserstoffionen an. 
Man fand folgende Werte: 
Py in wasserigerLésung Py in 2n KCl-Lésung 
en 
I. Boden Liebefeld ; 4.5 4.5 
I] “ Droits-Malleray 44 4.8 
Ld - ~ 
, Hl ‘ Miinsingen : (2 i.1 
l\V ” Kom posterde L, ebe feld . 7.3 7 3 
Wir haben also zwei ausgesprochen saure und zwei alkalische 
Béden. 


Man ging nun dazu iiber, die Erden in bezug auf ihre katalytische 
Wirkung, ihre Eigenschaft, aus zugesetztem Alkalijodid Jod in Freiheit 
zu setzen, miteinander zu vergleichen. Man verwendete dazu die ge- 
siebten Erden. Beim Sieben durch ein Haarsieb von 1mm Maschen- 
weite blieben als Steine zuriick bei 





1. Erde Il. Erde Ill. Erde IV. Erde 


3,1 0% 1,8 20,4 


Man priifte zuerst die Liebefeld-Erde I bei steigenden Konzentrationen 


an KJ. Man ging dabei anders vor als friiher (l.c.). Die Versuche wurden 
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in weithalsigen Stépselflaschen von 200 ccm Inhalt mit je 10g Erde dur 
gefiihrt. Man wagt die gewiinschte Menge KJ hinein, fiigt 2.5 cem Was 
hinzu und schiittet nach erfolgter Lésung 10 g lufttrockene Erde auf eim 
dazu. Die Erde befeuchtet sich nicht sofort ganz, sondern erst nach einig 
Schiitteln. Nach Verlauf einiger Minuten kann man sie durch weit: 
Schiitteln vom Boden loslésen und fein verteilen. Die Erde ist also 
feucht, nicht naB und soll keine Knollen haben, damit die Luft gut zwisch 
ihre Poren eindringt. 

Die Flaschen werden im Dunkeln aufbewahrt. Nach 24 Stunden 
man 25cem Wasser hinzu, schiittelt um und filtriert durch ein Filter \ 


9em Durchmesser. Das Filtrat wird gemessen, das Jod darin bestin 
und auf die urspriinglichen 27,5ccm Fliissigkeit umgerechnet. Dur 


Division durch 10 erhalt man das durch | g Erde in 24 Stunden in Frei} 
cesetzte Jod. 

Die Jodbestimmung in den Filtraten wurde je nach ihrem Jodgeh 
verschieden ausgefiihrt. Ist das Filtrat stark gelb gefarbt, so kann es direkt 
titriert werden; ist es schwach gelb gefairbt, so schiittelt man es mehrn 
mit Chloroform aus und titriert nach Fresenius; bei noch kleineren Meng 
fiihrt man das Jod von der Chloroformlésung in einen Tropfen Pottasch 
lésung iiber, verbrennt und bestimmt auf gewéhnliche Weise. 

In der folgenden Tabelle sind die Resultate zusammengestellt. 


Tabelle 11. 
Jodentwicklung aus Erde Nr. I, Liebefeld, bei steigendem Kaliumjod 
zusatz wiaihrend 24 Stunden. 





> . y es Ji ; og g 
KJ in dor Rade eee“ ad oD pro g Erde 

0.5 33 

1 107 

2.5 282 

5 374 

10 445 

20 590 


In der folgenden Abbildung sind die Werte graphisch dargestellt 


« 


7? 
80 





Abb. 1 


Im Anfang steigt die Jodentwicklung mit zunehmender Jodid 
konzentration stark an, spater, von etwa 5°,, Jodid an, nur noch schwac! 
und zwar vollstandig regelmaBig. Die héheren Konzentrationen eignen 


sich also zur Vergleichung am besten. Mit 2,5°,, nahert man sich schon 
sehr der Geraden. Man entschloB sich, diese Konzentration fiir di: 


folgenden Bestimmungen an den tibrigen Erden zu wahlen. 
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Wenn wir den Anfang der Kurve sinngemaB einzeichnen, so fangt 
sie nicht mit dem Nullpunkt an, sondern mit einem Wert von ungefahi 
70y. Das scheint darauf hinzudeuten, daB die ersten T0y Jod 
welche entwickelt werden, wieder verschwinden, indem sie offenbat 
von der Erde adsorbiert werden. Ob dieser Adsorption eine Reduktion 
zu HJ oder eine Bindung an organische Substanzen folgt, laBt sich 
nicht ohne weiteres voraussagen. Die wirklich gebildete Jodmenge 
diirfte der punktierten Kurve entsprechen, welche beim Nullpunkt 
beginnt. 
Man untersuchte nun die iibrigen Erden in gleicher Weise unter Zusatz 
von 2,5°, KJ, indem man die Reaktion 24 und dreimal 24 Stunden gehen 
ef. In einem Falle wurde eine Erde mit 10°,, verrottetem Stallmist versetzt 
und dreimal 24 Stunden einwirken gelassen. Ferner priifte man einigt 
Mischungen gleicher Teile der Erden miteinander. Die folgende Tabelle gibt 
ie erhaltenen Resultate wieder. 


Tabelle I1l. 





Jodentwicklung aus Erden bei 2,5°, Kaliumjodidzusatz 
Glibverlust Entwickeltes Jod in 7 pro g Erde 
Erde 
in 24 Std in 3 24 Std 
I 34 282 472 
Il 9 30 61 gy 
Il 7,32 2.5 2,1 
lV 10.69 24 2.0 
I 10° 4.2 
Stallmist 
I+ 1] 73 
I~ Ill 1,7 
I+IV 1.7 


Wir sehen, daB auBer der I. auch die Il. Erde noch betrachtlich 
Jod in Freiheit setzt, obschon etwa viermal weniger. Die Il. und 
IV. Erde hingegen entwickeln nur ganz geringe Spuren. Die Reaktion 
geht Hand in Hand mit der Wasserstoffionenkonzentration. Bei den 
Erdmischungen ist py nicht bestimmt worden. Da aber die beiden 
alkalischen Béden karbonatreich sind, muB dadurch das pq ent- 
sprechend heraufgebracht worden sein, so daB ohne Zweifel auch hier 
hohe Werte von px einer geringen katalytischen Wirkung entsprechen 
Durch die Mischung der sauren Erde mit 10°, Stallmist ist die Wirkung 
nahezu aufgehoben. Auch hier diiften Ammoniak und andere Basen 
das py erhéht haben. AuBerdem verringert aber die Gegenwart orga- 
nischer Stoffe die beobachtbare Jodentwicklung stets erheblich, indem 
das entwickelte Jod adsorbiert, wie wir das bei den Adsorptionsversuchen 
mit Tierkohle gesehen haben, und in einem weiteren Stadium chemisch 


gebunden wird. Wenn wir ferner beriicksichtigen, daB auch der Gehalt 
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an speziell katalytisch wirkenden Stoffen. wie Eisen- und Mang 
verbindungen, und der Dispersitaétsgrad in Betracht fallt, so kénn 
wir natiirlich nicht erwarten, daB die Jodentwicklung stets streng 
parallel den py-Werten verlauft. Die Wasserstoffentwicklung ist n 
ein Faktor unter mehreren, und zwar offenbar der ausschlaggebendst: 

Die Ernte erfolgte am 3. August. Die Pflanzen waren im Au 
sehen normal, auBer den Wurzeln bei Boden I ohne Stallmist mit Jox 
gabe. Diese Wurzeln waren in beiden GefaiBen teilweise angefault 
Da sowohl der entsprechende Versuch ohne Jod, als auch der ent 
sprechende Versuch mit Jod und mit Stallmist diese Schadigung nic! 
zeigten, ist man versucht, anzunehmen, daB die Joddiingung bei dies: 
Erde die Pflanzen in ihrer Widerstandskraft schwachte, daB aber dies 
Schwachung durch die Gegenwart des Stallmistes wieder aufgehobes 
wurde. Da wir nun weiter oben gezeigt haben, daB gerade diese Erd 
sich durch eine aufSerordentlich starke katalytische Wirkung aus 
zeichnet, wie wir sie weder bei diesen Versuchen, noch friiher bei irgend 
einer Erde in dem MaBe angetroffen haben, und da diese katalytisech 
Wirkung durch Stallmist stark herabgesetzt wird, liegt die Vermutung 
nahe, daB die Schaidigung durch frei werdendes elementares Jod erfolgt 
Eine solche Wirkung wird natiirlich nur in ganz seltenen Fallen ein 
treten kénnen 


] as Ergebnis det Ernte wird durch folgende Tabelle wiedergegeben 


Tabelle 1V. 


Ernteergebnis in Grammen frischer Substanz pro Topf zu etwa 6 kg Eric: 





Einbringen von Kraut Wurzeln 


Stallmist lod Cewicht schwankung Jodeffekt Gewicht Sckwankung Jodeffekt 


I. Boden vom Liebefeld 


eo > 29 607 tél 9 
— : 152 - 1D | “ aY Eo t+ 85 if - 

193 t+ 5,5 = O85 +17 } 

186 I 731 15 ij +* 


II. Boden vom Paturage du Droits-Malleray 


= 96 + § 421 225 |} 
) cs i4 = - 10 

r 110 é } 43% t 20 | 

i) ‘) > *¢ } 
130) r 0 6 4d¢ t 9 }  @ 

136 b | 495 - 2H | 

Ill. Boden yon Sageriitti, Miinsingen. 
241 £45 9 706 + 52 9 
a 244 t4 | . 667 +21 | 
+ 227 + 7 Diller di 732 x10 47 
228 95 |] 685 10 | ’ 
IV. Gartenkomposterde der Girtnerei Z., Liebefeld 

— 206 +5 a oa 12 SS4 97 } 78 


- A » 9 
4. 194 t 6,0 | 962 I 24 | 
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Eine deutliche Wirkung der Joddiingung auf den Ernteertrag 
t bei keiner der Erden, weder bei den Versuchen ohne, noch bei denen 
mit Stallmist festzustellen, wie wir eine solche auch bei unserem 
riiheren Feldversuch mit Runkelriiben nicht hatten nachweisen kénnen 
Dieses Resultat stimmt also auch mit den diesbeziiglichen Resultaten 
on .W. von Wrangell voéllig iiberein 

Uber die Frage nach der Jodaufnahme durch di Pflanzen gibt 


ins unsere niachste Tabelle Auskunft 


Tabellie V. 


Jodgehalt der Ernte. 





Finbringen von y J im kg trischer Subst y J pro Topt Mehrertrag an 


Stallmist Jod Kraut Wurzeln Kraut Wurzeln Summe Kraut Wurzel Summe 


I. Boden vom Liebefeld 


38 40 6.7 24.4 31.1 
610 72 93.2 41.5 134.7 86.3 17.1 103.6 
74 40 14.3 27.4 41.7 
550 62 1922 455 147.7 187.9 181 206.0 


Il. Boden vom Paturage du Droits-Malleray 


47 22 4.6 93 13.9 
359 38 88.5 208 59.3 33.9 11.5 45.4 
Th 25 12.5 12.2 24.7 
260 38 35.5) 188 54.3 17,0 6.6 23.6 


Ill. Boden von Sageriitti, Miinsingen 


30 25 7.2 17,7 24.9 
60 25 14.7 16.6 31,3 7.5 1.1 6.4 
22 1s 5.0 13,2 18.2 
6) 24 14.8 16.7 31.5 G8 65 13.3 


IV. Gartenkomposterde der Giartnerei Z., Liebefeld 
66 16 13.6 14,2 27.8 


(4 10 14.3 96 25.9 0.7 4.6 39 


Wir sehen bereits in den Tépfen, die mit Stallmist, aber ohne Jod 
gediingt sind, eine starke Vermehrung des Jods bei den ersten beiden 
Erden, nicht aber bei der dritten Erde. Bei der vierten Erde fehlt in 
dieser Beziehung das Vergleichsmaterial. Diese Vermehrung bezieht 
sich hauptsachlich auf die Blatter, in viel geringerem Grade auf die 
Wurzeln. Ich bin nicht der Ansicht, daB etwa der Jodgehalt des Stall 
mistes diese Vermehrung bewirkt hat, denn er erhéht das bereits im 
Boden vorhandene Jod nur ganz unwesentlich. Es diirfte vielmehr 
durch den Diinger eine Anderung des Bodens in chemisch-biologischer 
Hinsicht erfolgt sein, auf welche die Pflanze bei den beiden sauren 
Béden mit einer erhéhten Jodaufnahme reagierte 

Die Joddiingung hat bei der ersten Erde weitaus am starksten 


gewirkt, bei der zweiten Erde immer noch betrichtlich, bei der dritten 
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bedeutend weniger; sie ist hier in einem Falle tiberhaupt nur bei dk 
Blattern bemerkbar. Die vierte Erde zeigt bei den Blattern tiberhaupt 
keinen Effekt, bei den Wurzeln sogar eine kleine Verminderung de: 
Jodaufnahme. 

Die Jodmehraufnahme bezieht sich durchweg viel mehr auf di: 
Blatter als auf die Wurzeln. 

Wir finden also hier wieder unser bereits an Runkelriiben fest 
gestelltes Resultat bestatigt, daB die Joddiingung wirklich eine Mehr 
aufnahme an Jod durch die Pflanzen bewirken kann. Diese Wirkung 
ist aber in hohem Grade abhangig von der zum Versuch verwendeten 
Erde. Die katalytisch wirksameren Béden, welche zugleich die saureren 
sind, ergeben ein bedeutend héheres Resultat als die katalytisch 
weniger wirksamen, alkalischen. DaB wirklich die Wasserstoffionen 
konzentration in erster Linie hier in Betracht kommen diirfte, geht aus 
folgendem hervor. Die Gartnerei Z., von welcher die Gartenkompost 
erde IV stammt, liegt ganz in der Nahe des Gutes Liebefeld, welches 
uns die Erde | geliefert hat. Es handelt sich um diluvialen Schotter 
welcher jene ganze Gegend gleichmaBig bedeckt. Die Erde IV ist also 
durch Kompostierung aus | hervorgegangen. Es ist nichts aus det 
Erde herausgenommen, sondern verschiedenes hineingebracht worden 
DaB dadurch die Wirkung, Jod an die Pflanzen abzugeben, so stark 
verringert worden ist, diirfte wohl nicht mit den zugesetzten Stoffen 
sondern lediglich mit der veranderten Wasserstoffionenkonzentration 
im Zusammenhang stehen. 

Wir stehen mit unserem Resultat im Gegensatz zu MW. von Wrangel 
welche eine deutliche Jodmehraufnahme nach der Joddiingung bestreitet 
Es ist sehr wohl méglich, daB v. Wrangell eine Erde zu ihren Versuchen ver 
wendet hat, welche «ine nur geringe Mehraufnahme durch die Pflanz 
erlaubte, und daB daher der Effekt innerhalb der Versuchsfehlergrenze lag 

Unsere Resultate geben uns einen gewissen Fingerzeig iiber den 
Mechanismus der Jodaufnahme. Wenn aus den katalytisch wirk 
samsten Erden am meisten Jod aufgenommen wird, so kénnte es sein 
daB es vor allem elementares Jod ist, welehes durch die Pflanzen auf 
genommen wird. Beziiglich der Jodaufnahme durch die Blatter habe 
ich dies bereits friiher! nachgewiesen 

Gehen wir nun tiber zur Untersuchung der Erden. Sie erstreckte 
sich auf wasserlésliches, pottaschelésliches, siurelésliches (in Erd- 
alkalien eingeschlossenes) und aufschlieBbares (in Silikate ein 
geschlossenes) Jod, wie dies bereits in anderen Fillen (1. ¢.) gemacht 
worden war. 

Das in Erdalkalien und in den Silikaten eingeschlossene Jod mul 
hauptsachlich als Reservejod angesehen werden; fiir einen kurzfristigen 


' Diese Zeitschr. 189, 426, 1923. 
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Ku turversuch durtte es memes Erachte ns nicht sehr in Frage kommen 
lere Bedeutung ist dem wasserléslichen und dem pottascheléslichen Jod 
uschreiben. Ersteres ist wohl hauptsachlich anorganisch gebunden 
tzteres diirfte aus adsorbiertem, anorganischem (Jodion und elementares 

1) und aus organisch gebundenem Jod bestehen. Ich denke speziell an 

Moéglichkeit einer Bindung an Humussiuren. 

Die Bestimmung de r vers¢ hic cle ner Formen Jod esc hah folge riche ! 

ben. 

Wasserldsliches Jod. 25¢ Erde werden mit 250cem destilliertem 
Wasser unter haiufigem Umschiitteln in einer geschlossenen Stopse Iflasche 
1) Stunden stehengelassen, filtriert und das Filtrat auf bekannte Weise 

tersucht. 

Pottaschelésliches Jod. 25 Erde werden in einem gewogenen, 400 cem 
issenden Becherglas mit 2.5cem gesittigter Pottaschelésung und 250 cem 
Wasser iibergossen und 1'/, Stunde lang unter zeitweiligem Umiriihren 
nter Eintauchen in siedendes Wasserbad erhitzt. Man erganzt nach dem 
\bkitihlen das verdunstete Wasser, filtriert und bestimmt in aliquoten 
leilen des Filtrats das Jod nach dem Eindampfen und Verbrennen unter 
} 


‘ottaschezusatz. Nach Abzug des wasserléslichen erhalt man das noch in 


| 
Pottasche lésliche Jod. 
Salzsdureldsliches Jod. Die mit Pottasche extrahierte Erde wird vom 
Filter in das Becherglas zuriickgespiilt und mit Wasser auf 400 cem ver 
innt. Man labt bis zum nichsten Tage stehen, giebt oder hebert die Fliissig 
t sorgfailtig ab und versetzt den zuriickbleibenden Brei mit Salzsdure, 
ange noch ein Aufbrausen stattfindet. Dann spilt man il 


MeBzylinder, bringt das Volumen auf 125 oder 150cem, filtriert und bestimmt 


ui ith @lmen 


is Jod in einem aliquoten Teile, indem man das Volumen der Erde als 
vfieem annimumnt. 
Silikatiod. Man schlieBt mit KOH auf nach frither angegebene 


Methode. 
Die folgende Tabelle enthalt die bei den verschiedenen Béden 
rhaltenen Werte. 
Tabelle VI. 


Gehalt der Béden an verschieden gebundenem Jod in y pro Kilogrammn 





I. Erde ll. Erde Il. Erde IV. Erde 


Wasserlosliches Jod (anorganisch) Cran l 17 17 6 
‘ottaschelésliches Jod (adsorbiert bzw or- 

ganisch) ... s % — a a SOU) 300 tw 760 
Saurelsliches Jod (in Erdalkalien eingeschlossen 2% 33 95 90) 
\ufschlieBbares Jod (in Silikaten eingeschlossen ) 590 440 530 610 


Die beiden Liebefelder Erden, die urspriingliche (1) und die Komy« st- 
erde (IV), enthalten weitaus am meisten pottaschelésliches Jod, wahrend 
das wasserlésliche Jod in den beiden anderen Erden in gréBerer Menge 


vorhanden ist. 


Nachdem die Joddiingung am 11. Mai vorgenommen worden war 
wurden die nicht in Kultur stehenden Bodenproben am 1. Juni erneut 
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auf wasserlésliches und pottaschelésliches Jod untersucht. Am 3. Aug 


dem Tage der Ernte 


gediingten Tépfen sowle aus den ohne Jod 


sehenen entnommen und untersucht 


Die Tabelle VII gibt die Resultate wiede 


aber mit 


wurden nochmals Erdproben aus allen mit Jo 
Stallmist 


r. Sie gibt auch an 





viel Jod von den Pflanzen aus 1 kg Erde aufgenommen worden 
Die pro Kilogi imm Erde eingebrachte Jodmenge ist aus der Tabs 
iibernommen 
Tabelle VII 
Vergk ich des zul Verfiigu Vv stehenden Jods mit ier von i i Pla 
aufgenommenen Jod. 
Einbringen von Im April Am 1. Juni Am 3. August Von den Pi 
zen autge 
Zz Kerote Stall wassers pottasches wassers pottasche: wasser- pottasche- menes 
hy oniet Jod los! 16s] los! losl losl los! I pro 
as . Jod Jod lod Jod Jod Jod kgErde 
I. Boden vom Liebefeld Joddiingung 2360 ; pro kg 
1 11 SO) 
2 50 460 6.1 07 
3 —_ 30 1700 296.5 iS 
4 250) 3350 150 1200 
5 30 960 8,2 1 
6 60 2100 290 09 
7 ; 190 3100 70 2000 
Il. Boden vom Paturage du Droits-Malleray. Joddiingung 2840 » pro 
—|<=! 17 | 700 
2 12 310 3.3 0.4 
3 50 ISSO 14.1 ( 
4 150 3950 50 2400 
5 40 850 58 07 
6 120 2520 129 03 
7 _ 4 190 4400 60 2720 
III. Boden von Sageriitti, Miinsingen. Joddingung 2670 y pro kg 
1 17 309 
2 45 220 54. 17 
3 30 1520 7.0 02 
4 230 2400 70 1680 
5 - 30 720 4.0 1,2 
6 20 1600 7.0 02 
7 , i 240 IBDN 60 1460 


I\ Gartenkom p sterde der Gartnerei Z., Liebefeld. 
1 - 6 330 
3000 


4) — 1 70 


Am |] 


durch irgendwelche Versuchsfehler bedingte Zunahme, in den beide 


Joddingung 


bv 
] ) 
BO 


420 
1760 
1660 


Juni finden wir bei den beiden saureren Béden eine wo! 


basischen aber eine gewisse Abnahme an Jod, wie folgende Zusamm 


stellung zeigt. 
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1. Erde | IL Erde Ill. Erde IV. Erde 


Direkt nach der Joddingung . . ‘ 3170 3620 2990 3530 
4m 1. Juni (Gefabe ohne Stallmist). . . . . 3600 8950 2630 3070 

Das Verhaltnis des wasserléslichen zum pottascheléslichen Jod 
ist bei den drei ersten Béden ungefahr dasselbe. Uberall ist der gréBte 
Teil des zugesetzten Jodids wasserunléslich geworden und list sich 
nun erst in Pottaschelésung. Die starkste Umwandlung ist bei der 
Komposterde erfolgt. Die Stallmistdiingung hat die Umsetzung iiber- 
raschenderweise nicht deutlich beeinfluBt. 

Am 3. August finden wir in denselben Tépfen 4 und 7 eine weitere 
Abnahme des wasserléslichen Jods, nicht aber eine entsprechende Zu- 
nahme des pottascheléslichen. Im Gegenteil hat auch dieses stark ab- 
genommen. Somit ist ein Verlust an Jod tiberhaupt eingetreten. Man 
fragte sich, ob es vielleicht in eine organische, aber in Pottasche unlésliche 
Form iibergegangen sei. Dann miiBte es nach dem Verbrennen der 
Erde gefunden werden. Ein diesbeziiglicher Versuch verlief indessen 
negativ. Eine Umwandlung in salzsaéurelésliches oder in aufschlieBbares 
Jod diufte auch ganz ausgeschlossen sein. Somit bleibt nur die An- 
nahme iibrig, daB das Jod sich in die unterste Schicht der GefaiBe, in 
die Kiesschicht, zwiickgezogen hat. Es wiirde dies beim, Feldversuch 
einem Auswaschen des Jods entsprechen. Leider ist verséumt worden, 
die Kiesschicht zu untersuchen. 

In den nicht mit Jod gediingten, aber mit Karotten bepflanzten 
GefiBen (2) ist gegentiber den im April untersuchten Proben (1) in 
drei von vier Fallen eine Zunahme an wasserléslichem Jod eingetreten. 
Es scheint demnach, daB im Laufe der Vegetationsperiode unlésliches 
Jod léslich wird, ein SchluB, der allerdings noch weiter bestatigt werden 
miiBte. 

Uber die Wirkung des Stallmistes geben uns die Versuche 2 und 5 
Auskunft. Wir finden bei Gegenwart von Stallmist tiberall einen Mehr- 
gehalt an Jod. Das Hinunterwandern scheint also durch die adsorbierende 
Wirkung des Stallmistes etwas gehemmt zu werden. 

Die vorletzte Kolonne unserer Tabelle gibt uns das von den Pflanzen 
pro Kilogramm Erde herausgeholte Jod an. Wir sehen, daB dieses 
iiberall nur einen winzigen Bruchteil des urspriinglich vorhandenen 
Jods ausmacht. Wie hoch sich dieser Betrag in Prozenten des zur Ver- 
fiigung stehenden Jods belauft, zeigt die letzte Kolonne. Bei der Be- 
rechnung ist das in Erdalkalicarbonaten und in Silikaten eingeschlossene 
Jod nicht mitgerechnet, da wir ihm, wie erwahnt, eine geringere Be- 
deutung beilegen, sondern wieder nur die Summe des wasser- und 
pottascheléslichen. 
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Nach den Resultaten der ersten Erde kénnte man vermuten, daf 
das prozentual aufgenommene Jod eine Konstante sei, indem wir |» 
niedrigem und hohem Angebot denselben Prozentsatz Jod in de 
Pflanzen finden, bei der gediingten Erde beidemal etwas mehr, als 
bei der ungediingten. Demnach ware das Massenwirkungsgesetz fit 
die Jodaufnahme maBgebend. Die anderen Erden, besonders ||] 
und IV, zeigen uns aber, daB dies nicht zutrifft, indem hier die absolut: 
Jodaufnahme (vorletzte Kolonne) nahezu konstant ist, die prozentual 
aber mit steigendem Jodangebot abnimmt. Da hier bereits ohn 
Jodgabe eine ahnliche Jodmenge aufgenommen wird, wie bei der Jod 
diingung, diirfte seinen Grund darin haben, daB wir es hier ungefiahr 
mit dem Minimum an Jod zu tun haben, welches die Pflanze zu ihrem 
Gedeihen benétigt. Dieses Minimum von etwa 30y fiir 1 kg Blatte: 
und etwa 15y fiir 1 kg Wurzeln scheint die Pflanze auch aus einem 
Boden, der sein Jod schwer abgibt, ziehen zu kénnen. Eine Aufnahm: 
dariiber hinaus erfordert vielleicht schon das Auftreten elementaren 
Jods, wie es in katalytisch wirksamen Béden gewahrleistet wird. 
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Der Jodgehalt der Schilddriisen verschiedener Rinderrassen 
und seine Beziehungen zur Beschaffenheit dieser Driisen. 


Von 
Th. von Fellenberg und Dr. (dsg.) Hans Pacher. 


(Aus dem Laboratorium des eidgendssischen Gesundheitsamtes, Vorstand 
Dr. J. Werder, und dem Laboratorium des zootechnischen Instituts det 
Universitat Bern, Vorstand Prof. Dr. U. Duerst.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Prof. Duerst 
unternommen und gehért in den Rahmen der Untersuchungen iiber 
die Frage, ob sich verschiedene Rinderrassen durch die Beschaffenheit 
und Funktion ihrer Schilddriise voneinander unterscheiden. 

AuBer der Untersuchung der Driisen vom Gesichtspunkt der 
Rassenfrage aus hatten wir bei dem uns zw Verfiigung stehenden 
Material eventuelle Zusammenhange des Jodgehalts mit dem Her- 
kunftsort der Tiere, mit der FollikelgréBe der Schilddriisen und ins- 
besondere mit dem Driisengewicht aufzudecken. Von besonderem 
Interesse war auch die Untersuchung des Jodgehalts pro Gramm 
Frisch- und Trockengewicht bei kleinen, mittelgroBen und groBen 
Driisen. 

Die fiir die Auswertung unseres Materials notwendige histologische 
Beurteilung der Driisen hatte in liebenswiirdiger Weise Herr Prof 
Dr. Wegelin, Vorstand des pathologischen Instituts der medizinischen 
Fakultaét der Universitat Bern, itibernommen, der unsere Arbeit auch 
sonst durch wertvolle Ratschlage unterstiitzte. 

Wir nehmen an dieser Stelle Gelegenheit, den beiden genannten 
Herren fiir ihre Zuvorkommenheit unseren Dank auszusprechen. 


Das Material. 


Das Material, welches wir verarbeiteten, umfaBt 80 Rinderschilddriisen 
aus vier verschiedenen Landern und bezieht sich auf eine Reihe von Rassen 
Leider brachten es die Umstande mit sich, daB es nicht méglich war, von 
den einzelnen Rassen gleichviel Material zu sammeln. Samtliche Driisen 
sind im Zeitraum Ende Dezember 1926 bis Anfang Marz 1927 gesamme!lt 
und sind daher als typische Winterschilddriisen zu bezeichnen. 

Die 80 Schilddriisen verteilen sich nach Herkunft und Rasse folgender 


maBen : 


29 * 
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Anzahl Herkunftsort Rasse 
4 England (Liverpool) Shorthorn 
10 - (Cambridge) * 
1 . (Liverpool) Hereford 
2 “i (Cambridge) Red Polled 
1 - . Jersey 
24* Osterreich (Salzburg) Pinzgauer 
3 . (Tirol) Simmentaler 
1 " - Duxer 
l a “ Kreuzung Duxer mit Braunvieh 
13* Schweiz (Kt. Bern) Simmentaler 
+ ‘ (Kt. Ziirich) Braunvieh 
4 - (Kt. Wallis) EKringer 
+ Norwegen (Tréndelag, Gegend 
von Trondhjem) Landvieh 


* Davon eine fétale Driise. 


Fiir die Erlaubnis zur Entnahme von Schilddriisen an Schlachttieren 
sind wir den Herren Tierarzten Direktor Strohschneider (Schlachthof Inns 
bruck), Dr. Moser (Schlachthof Bern) und Dr. Ochsenbein (Schlachthof 
Thun) und fiir die giitige Ubersendung von Schilddriisenmaterial Herrn 
Dr. G. Lunde, Oslo, sowie den Herren Tierairzten A. Duc und C. Déj/ago, 
Sitten, zu Dank verpflichtet. Das Material an englischen Rinderschilddriisen 
wurde uns von Herrn Prof. Duerst zur Bearbeitung iibergeben. 

Leider konnten verhaltnism&Big nur wenige Driisen in vollstandig 
frischem Zustande in Arbeit genommen werden, was zwar fiir die Jod- 
untersuchung belanglos war, nicht aber fiir die Beurteilung des Frisch 
gewichts und insbesondere nicht fiir die der histologischen Praparate. In 
frischem bzw. einwandfreiem Zustande konnten nur einige Berner Driisen 
und die in Formol (1: 10) fixiert tibersandten norwegischen Driisen in 
Bearbeitung genommen werden. Die iibrigen Driisen waren meist mehr 
oder weniger stark eingetrocknet und zum Teil leicht bis schwer kadaverdés 
Insbesondere gilt letzteres fiir einen GroBteil der englischen Driisen, dic 
zwar ihren Wassergehalt infolge beinahe hermetischer Verpackung in 
Blechschachteln in mit Kochsalzlésung getrainkter Watte beibehalten 
hatten, aber gerade deshalb und infolge der langen Reise stark kadaverés 
waren. Mit Riicksicht auf die exakte Beurteilungsméglichkeit machten 
es diese Umstiinde leider notwendig, einen Teil des auf Jod untersuchten 
Driisenmaterials bei der Verwertung vom histologischen Gesichtspunkt 
aus auBer Betracht fallen zu lassen. Im ganzen vermindert sich dadurch 
das fiir die histologische Untersuchung verwertete Material um 15 Driisen, 
so daB also fiir diesen Gesichtspunkt nur 63 Schilddriisen der Verarbeitung 
zugefiihrt werden konnten. Die 15 auBer Betracht fallenden Driisen teilen 
sich folgendermaS8en auf: 9 Shorthorn-, | Hereford-, 1 tirol. Simmentaler, 
2 tirol. Braunvieh- und 1 tirol. Duxervieh-Schilddriise sowie die Driise des 
Fétus einer Pinzgauer Kuh. Nachdem sich aber auch bei den zahlreichen 
Driisen, die zwar nicht als eklatant kadaverés, aber andererseits doch 
unter keinen Umstanden als frisch bezeichnet werden konnten, die bekannte 
Erscheinung der Epitheldesquamation zeigte, wurde zur Kontrolle der 
Frage, ob diese Desquamation auf postmortalen Veranderungen im kada- 
verésen Sinne beruht, oder ob dieselbe vielleicht schon das lebenswahre 
Driisenbild charakterisiert, im Berner Schlachthof eine Serie von Rinder- 
schilddriisen von Tieren der Simmentaler Rasse lebenswarm in Formo! 
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tixiert, um Vergleichsschnitte zu erhalten. Es zeigte sich bei diesen Schnitten 
ebensowenig eine Epitheldesquamation, wie bei den frisch fixierten norwegi- 
chen Rinderschilddriisen, so daB nach Wegelin diese bei zahlreichen unserer 
ils nicht frisch zu bezeichnenden Driisen festgestellte Erscheinung ohne 
Zweifel auf postmortalen Veranderungen beruht, die offenbar schon nach 
relativ kurzer Zeit in Erscheinung treten kénnen. 

Der Umstand, daB die Untersuchung des Jodgehalts von Schild- 
driisen verschiedener Rinderrassen unter Beriicksichtigung des Driisen- 
gewichts den einen der Hauptgesichtspunkte der Arbeit darstellt, 
weist von vornherein darauf hin, daB bei der Beurteilung des Driisen- 
materials besonders auch die Frage der kropfigen Entartung beriick- 
sichtigt wird. Leider konnten beim GroBteil unseres Materials zu- 
verlassige Angaben iiber die Gewichte der Schlachttiere nicht eingeholt 
werden, so daB8 wir auf die Aufstellung von Driisengewichtsquotienten 
verzichten miissen, obwohl gerade diese fiir die Beurteilung der Driisen- 
gréBe von Wichtigkeit wiren. In Ermangelung dieser Zahlen muBten 
wir daher gezwungenermaBen ein anderes, vom exakten Standpunkt 
aus betrachtet freilich weniger einwandfreies Kriterium heranzichen, 
welches wenigstens ungefahre Anhaltspunkte dafiir bietet, welche 
Driisen zu den kropfig verinderten zihlen und welche nicht, namlich 
die absoluten Driisengewichte. Wir kamen auf Grund der gleich unten 
auseinandergesetzten Uberlegung zu dem SchluB, als Grenze zwischen 
normalen und kropfig vergréBerten Driisen fiir weibliche Tiere vor- 
laufig ein absolutes Driisengewicht von 30 g anzunehmen. 

Der Gedankengang bei der Aufstellung der Zahl war folgender 
Miiller (5) gibt an, daB den von ihm ausdriicklich als normal be- 
zeichneten Rinderschilddriisen der Hollander Rasse ein Durchschnitts- 
gewicht von 13,3g zukommt, wobei das Minimum bei 10, das 
Maximum bei 15g liegt. Um nun ja nicht der Gefahr ausgesetzt zu sein, 
die Bezeichnung ,,kropfig vergréBert** verfriiht anzuwenden, verdoppeln 
wir nun zur Erstellung des bewuBten Grenzwertes die von Miiller (5) 
angegebene Maximalzahl von 15g fiir normale Driisen und gelangen 
somit zudem Werte von 30g. Wir betrachten diese Zah! natiirlicherweise 
keineswegs als Norm, da wir uns des willkiirlichen Charakters derselben 
sehr wohl bewuBt sind. Wir befinden uns mit unserer Annahme im 
Prinzip wohl iibrigens in Ubereinstimmung mit dem Vorgehen von 
W oudenberg (9), welcher gleichfalls von stark vergréBerten, also kropfig 
entarteten Schilddriisen erst von der ungefahren Verdoppelung des 
Normalgewichts an spricht. Er stellt als ,normales Gewicht der 
Thyreoidea beim 8 Wochen alten Kalb 15, 15, 20, 25 und 35 g fest, 
wahrend er die ,,vergréBerten Schilddriisen“ 42, 44 und mehr Gramm 
schwer fand. 

Mit Riicksicht darauf, daB die Untersuchungen der Autoren fiir 
Schweizer Vieh durchweg auf einen mittleren Driisengewichtswert 
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kommen, der um 30g herum liegt, ist unsere Zahl als obere Grenze 
des Normalen wahrscheinlich zu hoch gegriffen. Denn gerade mit 
Riicksicht auf dieses mittlere Driisengewicht des Schweizer Viehs, das 
bekanntlich zum GroBteil in Gebieten mit Kropfendemie beheimatet 
ist, ware es vielleicht richtiger, den Grenzwert bis auf 20g herab 
zudricken. Wir behalten aber unsere Zahl aus genannten Griinden 
trotzdem bei. Die Richtigkeit des von uns angenommenen Grenz- 
wertes ist iibrigens deshalb nicht eine prinzipielle Forderung, weil ja 
ein Hauptgesichtspunkt der Jodfrage, nimlich der Verfolg der Jod 
menge bei steigendem Driisengewicht, im allgemeinen mit der an 
genommenen Stellung des Grenzwertes nicht weiter in Beziehung steht 


Eine besondere Erwiaihnung verdienen die von uns fiir Stiere 
der verschiedenen Rassen gefundenen Werte der Driisengewichte 
Unser diesbeziigliches Material stammt durchweg von Stieren, die 
im Alter von 1 bis 2 Jahren geschlachtet wurden. Es waren Tiere von 
geringer GréBe. Die absoluten Driisengewichtswerte betragen ein- 
mal 20,7, einmal 34,2 und bei den iibrigen 5 Driisen 51,9 bis 93,5 ¢ 
Nach Krupski (4) gilt fiir diese Altersgruppe bei mannlichen Tieren 
der Schweizer Rassen ein Mittelwert von 23,2 g. Wenn wir, wie friiher, 
in Riicksicht ziehen, daB bei Errechnung dieses Mittelwertes ohnehin 
schon ein wesentlicher Prozentsatz mit Tieren mit kropfig vergréBerten 
Schilddriisen mit einbezogen ist, so ergibt sich die Folgerung, daB mit 
Ausnahme eines Falles (20,7 g) alle von uns verwerteten Schilddriisen 
mannlicher Tiere durch kropfige VergréBerung gekennzeichnet sind 
Man kénnte vielleicht auch den einen, nicht so typischen Fall wenigstens 
als kropfverdichtig ansehen, da es sich hierbei doch um eine dem 
von Krupski (4) gefundenen Wert sehr angeniaherte Zahl handelt 


Ahnliches wie vom Gewicht der Schilddriise von Stieren ist woh! 
auch fiir die von Ochsen gewonnenen Driisen zu sagen. Die Tiere standen 
alle in einem Alter von 2 bis 3 Jahren, mit Ausnahme eines einzigen, 
welches 4 Jahre alt war. Nach Studer (7) sind im prapuberalen Stadium 
kastrierte minnliche Tiere — und um solche handelt es sich bei den 
von uns beriicksichtigten Ochsen verschiedener Rassen — durch ver- 
haltnismaBig leichte Schilddriisen gekennzeichnet. Wir sehen dies an 
den Driisengewichten von 2 Shorthornochsen mit 12,6 und 17,3 g be- 
statigt. Die tibrigen 7 Schilddriisen von Ochsen zeigten jedoch Gewichte, 
welche wesentlich iiber diese Zahlen hinausgehen (38,3 bis 72,4 g). 
Somit kann auch in diesen Fallen ohne Zweifel von einer kropfigen 
VergréBerung gesprochen werden. 


Bevor wir auf die Besprechung der Methodik eingehen, seien hier 
einige allgemeine und spezielle histologische Befunde an unserem 
Material vorangeschickt. 
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Nach Herrn Prof. Wegelin sind die verwerteten Rinderschilddriisen 
im allgemeinen als kolloidreich zu bezeichnen, und zwar ist die Konsistenz 
des Kolloids diinnfliissig zu nennen; es besteht durchweg Eosinophilie. 
Bei den zahlreichen Fallen von kropfiger Veranderung handelt es sich 
fast ausschlieBlich um eine Struma diffusa colloides. Nur in vier Fallen 
liegt Struma diffusa parenchymatosa vor, und zwar handelt es sich 
hierbei um die Driisen von Tieren folgender Rassen: Pinzgauer (1), 
schweizerisches Braunvieh (1), norwegisches Landvieh (2). 

Die in Bearbeitung genommene Schilddriise einer Jersey-Kuh 
zeigte im histologischen Bild bei starker Zunahme des Bindegewebes 
eine Sklerose. 

Das merkwiirdigste Bild boten die soeben erwahnten parenchy- 
matésen Strumen von norwegischem Landvieh (zwei etwa 1 jahrige 
Stiere). An beiden Driisen fallen im mikroskopischen Bild neben den 
iibermaBig hohen zylindrischen Epithelzellen der kleinen, nur sparlich 
mit diinnfliissigem Kolloid ausgestatteten Blaschen ganz besonders die 
sonst fiir Basedow eigentiimlichen verzweigten Schliuche auf, die in 
die Papillen und Polster hineinragen. DaB sich die norwegischen Driisen 
auch beziiglich des Jodgehalts recht auffallig verhalten, wird bei den 
diesbeziiglichen Besprechungen erwahnt werden. 

Eine Anzahl von Driisen, 6 Stiick, waren mit gréBeren Cysten 
von 3 bis 10 mm Durchmesser behaftet. Mit Ausnahme einer Driise, 
welche von Cysten ganz durchsetzt war, zeigten sich in den anderen 
Fallen 2 bis 5 Cysten pro Driise. Merkwiirdig ist, daB simtliche 6 Fille 
nur Schilddriisen von Tieren der Pinzgauer Rasse betreffen, waihrend 
sich unter den zahlreichen Driisen von Tieren anderer Rassen keine 
mit derartiger Cystenbildung vorfanden, obwohl wir hier wie dort 
Tiere verschiedener Altersstufen beriicksichtigten. 

Von den beiden fétalen Driisen konnte nur die eine (von dem 
Fétus einer Simmentaler Kuh) histologisch untersucht werden; die 
andere (von dem Fétus einer Pinzgauer Kuh) war leider vollstandig 
kadaverés. Die untersuchte Driise zeigt kleine, zum gréBeren Teil 
mit wenig, zum geringeren Teil aber mit schénem Kolloid ausgefiillte 
Follikel. 

Methodisches. 

Bei der Verarbeitung des Materials hatten wir folgende Arbeitseinteilung 
eingeschlagen: v.Fellenberg iibernahm die Fett- und Trockensubstanz- 
bestimmungen, fiir die er zum Teil eigene, von den bisherigen Methoden 
abweichende Wege ging, Pacher fiihrte die Jodbestimmungen nach der 
Methodik von v. Fellenberg aus und stellte die histologischen Praparate her. 


A. Methodik der Fett-, Trockensubstanz- und Jodbestimmung. 


Anfanglich nahmen wir bei jeder Driise eine Trennung des Materials 
in einen fiir die Fett- und Trockensubstanzbestimmung einerseits und die 
Joduntersuchung andererseits bestimmten Teil vor. Die Driisen wurden 





344 Th. v. Fellenberg u. H. Pacher: 


fein zerhackt und von der méglichst gut gemischten Masse je 2 g, unte: 
Umstanden auch weniger, fiir die Bestimmung der Trockensubstanz wad 
des Fettes abgewogen. Der Rest wurde mit alkoholischer Kalilauge verse iit 
und zur Jodbestimmung verwendet. Die Fettbestimmung erfolgte nach 
dem von dem einen von uns (2) fiir Wurst vorgeschlagenen Verfahren 
durch Auflésen in Salzsiure und Extraktion mit Ather. 

Es zeigte sich nun bald, da8 es in vielen Fallen praktisch nicht méglic} 
ist, von den zerhackten Schilddriisen wirkliche Durchschnittsmuster zy 
entnehmen. Das Fett durchzieht die Driise oft in Strangen, welche sic! 
nicht homogen im zerhackten Material verteilen lassen. Eine ungleich, 
Probeentnahme fiir die Fett- und die Trockensubstanzbestimmung kann 
aber nicht nur diese beiden Werte falschen, sondern sie kann besonders 
auch die Berechnung der fettfreien Trockensubstanz so stark beeinflussen, 
daB ein ganz falsches Bild der Wirklichkeit erhalten wird. Dazu kommt 
noch, daB beim Zerhacken der Schilddriisen, auch wenn dies auf einer Glas 
platte geschieht, stets etwas Wasser beim Verdunsten verloren geht 

Wir suchten nun alle diese anfianglich auftretenden Ubelstinde 
dadurch zu beheben, daB wir das ganze Material in Kalilauge auflésten 
und in dieser Lésung alle nétigen Bestimmungen, die Bestimmung der 
Trockensubstanz, des Fettes und des Jods vornahmen. 


Diese Auflésung der Schilddriisen geschieht folgendermaBen: Die etwas 
zerschnittene Driise wird in einem Erlenmeyerkolben abgewogen. Man 
setzt fiir jedes Gramm Material */, cem einer jodfreien Kalilauge zu, welch 
pro Kubikzentimeter */,g KOH enthalt, und erhitzt vorsichtig iiber freier 
Flamme, um einen Teil des Wassers zu verdampfen. Wenn die Masse stark 
zu schiumen beginnt, unterbricht man, l4Bt die Lésung abkiihlen und 
fiigt gut die Halfte des Volumens an 95°,igem Alkohol zu. Nun erhitzt 
man mit aufgesetztem Birnenkiihler auf dem Wasserbad, bis die vol! 
standige Auflésung erfolgt ist. Dies ist nach ungefaihr 30 bis 45 Minuten 
der Fall. Bei fettreichen Driisen schwimmt nach einiger Zeit Fett an der 
Oberfliche. Um es in Lésung zu bringen, nimmt man den Kolben von Zeit 
zu Zeit vom Wasserbad und schiittelt ihn anhaltend durch. Oft muB der 
Alkoholzusatz noch etwas vermehrt werden. Gleichzeitig mit der Auflésung 
der Driise scheidet sich am Boden des GefaBes ein schmieriger, in Alkoho! 
unléslicher Kérper aus. Er wiirde auch bei anhaltendem Erhitzen nicht 
in Lésung gehen, verteilt sich aber leicht in Wasser. 

Man kiihlt nun den Kolben ab, gieBt die Fliissigkeit in einen 100-ccm- 
Ma8kolben iiber, lést den Riickstand in etwas warmem Wasser und spiilt 
nach. Die Fliissigkeit wird auf 100 cem aufgefiillt und zu den verschiedenen 
Bestimmungen verwendet. 


a) Die Fettbestimmung. 


Die Fettbestimmung geschieht folgendermaBen: Die _ Fliissigkeits- 
menge, welche 1 g frischer Schilddriise entspricht, wird in einem kleinen 
Scheidetrichter mit Salzséure angesiuert und mit ungefaihr derselben 
Menge Ather kraftig geschiittelt. Man la6t bis zur vélligen Klarung absitzen 
und l4Bt die wasserige Fliissigkeit soweit als méglich abflieBen. Es bildet 
sich stets eine kleine, halbfeste Zwischenschicht. Nun gieBt man die Ather 
lésung soweit als méglich in ein gewogenes Erlenmeyerkélbchen, welches 
einige Bimssteinkérnchen enthalt, schiittelt die Zwischenschicht nochmals 
mit etwas Ather und trennt wieder ab. Am besten erfolgt die Trennung 














Calin 
ders 
Sen, 
mumnt 
tlas 


reht 
nde 
sten 


der 


Was 
Man 
lehe 
eler 

ark 
und 
itzt 
‘oll 


ten 


ult 


eT) 





Jodgehalt der Schilddriisen verschiedener Rinderrassen. 345 


der Sehichten unter Verwendung des Zentrifugierscheidetrichters nach 
Th. von Fellenberg (3). 

Die Atherlésung wird abdestilliert, der Riickstand getrocknet und 
gewogen. Die Trocknung erfolgt in einem elektrischen Trockenschrank 
bei liegender Stellung des Kélbchens wahrend 10 Minuten bei 150°. Die 
erhaltenen Fettsiuren miissen in Fett umgerechnet werden. Man be 
stimmte den Umrechnungsfaktor unter Verwendung von Rinderschilddriisen 
fett. Es ergaben: 

0,1004 ¢ Fett = 0,0928 g Fettsiuren, 
O,1173¢ ,, 0,1089 g Ee 

Die Fettséuren miissen demnach mit dem Faktor 1,08 multipliziert 
werden, um sie in Fett umzurechnen. Der Faktor ist etwas hoher, als er sich 
aus den Triglyceriden der héheren Fettséiuren errechnen laBt. 

Zu erwahnen bleibt, daB sich die fiir die einzelnen Schilddriisen 
gefundenen Fettwerte auf sorgfaltig auspraparierte Driisen beziehen. 
Die Menge des bekanntlich die Schilddriise umschlieBenden Fettes 
muB in den einzelnen Fallen als sehr verschieden bezeichnet werden. 
Weniger scheint dies fiir die noch nach der Auspraparation in der Driise 
verbleibende Fettmenge zu gelten. Hier fanden wir im groBen und 
ganzen nicht stark schwankende Werte im Vergleich zu den schwankenden 
Werten der auBeren Fetthiillen. Bei einigen wenigen Driisen, die in 
nur grob ausprapariertem Zustande in Bearbeitung genommen wurden 
(Braunvieh 29, 43, 63, 74 und Red Polled 51 und 54) und welche daher 
im Vergleich zu den iibrigen einen viel zu hohen Fettgehalt aufgewiesen 
hatten, rechneten wir die Zahlen auf einen mittleren Fettgehalt von 8 %, 
um und subtrahierten den Mehrgehalt an Fett vom effektiv gewogenen 
Gesamtgewicht. Der Wert von 8%, entspricht dem mittleren Fett- 
gehalt der von uns im auspriaparierten Zustande untersuchten Driisen. 


b) Trockensubstanzbestimmung. 


Als Grundlage fiir unsere Trockensubstanzbestimmung diente 

die Mikrofettbestimmung nach Bang (1). Sie beruht darauf, daB eine 
° . " . ° ° ¥ 

kleine Menge verseiftes Fett mit einem bestimmten Uberschu8 an 

Kaliumbichromat unter Zusatz von viel konzentrierter Schwefel- 

o . - ee . . 

siure verbrannt wird. Der Uberschu8 der Chromsiure wird auf jodo- 

metrischem Wege zuriicktitriert. 

Im Prinzip lassen sich alle verbrennbaren organischen Substanzen aut 
diese Weise bestimmen, vorausgesetzt, daB die Natur der Substanz und ihre 
Reduktionswirkung gegeniiber der Chromsdure bekannt ist. In der folgenden 
Publikation wird der eine von uns zeigen, in welcher Weise die Verbrennung 
bei manchen Substanzen vor sich geht. 

Fiir die fettfreie Schilddriisensubstanz, d.h. fiir das Schilddriisen- 
eiweiB, haben wir den Chromséureverbrauch empirisch festgestellt. Da 
er von demjenigen des Fettes stark abweicht, geht es nicht an, daraus ohne 
weiteres den Trockensubstanzgehalt zu berechnen. Man mu zuvor aus 
dem Fettgehalt berechnen, wieviel Chromséure vom Fett verbraucht 
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worden ist, und diesen Wert von dem Gesamtchromsaureverbrauch a 
ziehen. Die Differenz wird dann in fettfreie Trockensubstanz umgerechnet 

Nach Bang wiirde 1 mg Fett des menschlichen Blutes 2,45 cem n/ 10) 
Bichromat entsprechen. Wir fanden fiir Rinderschilddriisenfett einen 
etwas héheren Wert. Fiinf Bestimmungen ergaben 2,54 bis 2,59, im Durch 
schnitt 2,57 cem n/10. Wir haben diese Zahl unseren Berechnungen 2. 
grunde gelegt. 

‘Um den Chromséureverbrauch von _ fettfreier Schilddriisentrocken 
substanz zu berechnen, wurde in einigen Schilddriisen Trockensubstanz 
und Fett nach dem weiter oben genannten direkten Verfahren bestimmt 
und daraus die fettfreie Trockensubstanz berechnet. Dann _ bestimmt: 
man das Fett und den Chromséureverbrauch in den verseiften Driisen und 
berechnete daraus den auf die fettfreie Trockensubstanz entfallenden 
Chromsaureverbrauch. Wir fiihren die Werte nur fiir eine Driise an. Dix 
iibrigen gaben dhnliche Zahlen. Man fand: 


Trockensubstanz, direkt bestimmt. .. . 24,16 23.44% 
Fett in derselben Probe ........ 3,26% 2,52% 
Fettfreie Trockensubstanz. ..... . . 2U,9U% ZU, YZ 


Die Werte fiir die fettfreie Trockensubstanz stimmen gut iiberein, 
diejenigen fiir das Fett aber ungeniigend, da es offenbar nicht gelungen 
war, ganz gleichmaéBige Durchschnittsproben zu gewinnen. Man wieder 
holte daher die Fettbestimmung und fand 3,33 und 3,26°%. Somit ist der 
Wert von 2,52°% zu niedrig. Der Durchschnitt der drei héheren Wert 
gibt 3,28°%. 

Die Fettbestimmung in der verseiften Driise ergab in guter Uberein 
stimmung damit 3,23°%. Fiir 10 mg Driise macht das 0,323 mg Fett aus, 
entsprechend 0,88 n/10 Kaliumbichromat. 

Die Bichromatoxydation ergab fiir je 10 mg frischer Schilddriise 2,75 
und 2,70cem. Wenn wir davon die 0,88 cem von dem Fett verbrauchte 
Chromsaure abziehen, bleibea fiir 2,09 mg fettfreier Trockensubstanz 1,87 
und 1,82cem n/10 K,Cr,O, oder fiir 1 mg fettfreier Trockensubstanz 
durechschnittlich 1,13 cem n/10 K,Cr,0,. Es entspricht somit 1 cem n/10 
K,Cr,O0O, = 0,89 mg fettfreier Schilddriisensubstanz. 

Praktisch derselbe Wert wurde mit EjiereiweiB erhalten. 1 mg _ ver- 
brauchte 1,12 cem n/10 Bichromat, somit entspricht 1 cem n/10 K,Cr,O, 
= 0,90 mg EiweiB. 

Die Bichromatoxydation geschieht wie folgt. Mit einer in tausendstel 
Kubikzentimeter eingeteilten Mikropipette wird so viel von der Schild- 
driisenlésung abgemessen, wie 0,01 g frischer Substanz bei fettreichen 
Driisen oder 0,02 g bei fettarmen Driisen entspricht. Man bringt die Lésung 
in einen 50-cem-Erlenmeyerkolben, den man vorher mit Brunnenwasse! 
gut ausspiilt, um eventuell vorhandenen Staub zu entfernen. 

Die Schilddriisenlésung ist unter Verwendung von alkoholischer Kalli- 
lauge hergestellt worden. Der Alkohol muB8 restlos entfernt werden, da 
er sonst Chromsaure verbrauchen wiirde. Man erhitzt dazu die abgemessene 
Lésung sorgfaltig iiber freier Flamme, bis sie gerade trocken ist. Bei einige! 
Sorgfalt 148t sich dieser Punkt mit Leichtigkeit erreichen, ohne daB die 
Lésung iiberschéiumt oder anbrennt. Nun setzt man 10 cem n/10 Bichromat 
lésung hinzu und gieBt aus einem MeBzylinder sorgfaltig unter Umschwenken 
20 cem konzentrierter Schwefelséure hinein. Die Fliissigkeit farbt sich je 
nach der Menge der oxydablen Substanz olivengriin bis rein griin. Ist 
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tzteres der Fall, so geniigt die Bichromatmenge nicht. Man setzt entweder 
wh einige Kubikzentimeter und die doppelte Menge Schwefelséiure zu 
ler wiederholt den Versuch mit weniger Substanz. 

Die Verbrennung ist nach */, Stunde beendigt. Man kann aber auch 
ach Belieben langer stehenlassen. Zur Titration gieBt man die Lésung 
, einen 400-cem-Kolben, spiilt mit Wasser nach und verdiinnt auf etwa 
0 bis 350cem. Man kann dazu Brunnenwasser verwenden, mu aber 
lafiir Sorge tragen, daS der Wasserstrah!l der Wandung nach einflieBt, damit 
iicht unnétigerweise Luftblasen entstehen. Man lat nun einige Minuten 
stehen, bis keine Luftblasen mehr sichtbar sind, und setzt einige Zehntel 
tramm Kaliumjodid hinzu, wobei durch die iiberschiissige Chromséure 

» iquivalente Menge Jod in Freiheit gesetzt wird. Nach etwa 2 Minuten 
wird mit n/10 Natriumthiosulfatlésung unter tropfenweisem Zusatz zuriick- 
titriert. Den Starkeindikator fiigt man am zweckmaéBigsten erst gegen 
SchluB der Titration zu. Ergibt die Riicktitration weniger als 2 bis 3 ccm, 

war der Chromsauretiberschu8 ungeniigend. 

Die Titerstellung erfolgt durch Ausfiihrung eines blinden Versuchs 
\it derselben Menge Bichromatlésung und Schwefelsaure unter den gleichen 
Bedingungen. 

Die Berechnung geht aus dem oben Gesagten hervor. Man berechnet 
len Bichromatverbrauch des Fettes, wobei 1 mg Fett 2,57 cem n/10, 
ud zieht ihn vom Gesamtbichromatverbrauch ab. Die Differenz mit 
0,89 multipliziert, gibt an, wieviel Milligramm fettfreier Trockensubstanz 
n der angewandten Fliissigkeitsmenge vorhanden sind. Durch Addition 
ler fettfreien Trockensubstanz und des Fettes resultiert die Trockensubstanz. 

Unsere Methode kann nicht als sehr genau bezeichnet werden 
Es hatte keinen Zweck, die Werte mit zwei Dezimalen anzugeben, da 
bereits die erste Dezimale unsicher ist. Die Methode ist aber fiir unsere 
Zwecke geniigend genau und jedenfalls der getrennten Bestimmung 
n verschiedenen nacheinander entnommenen Materialproben vor- 
zuziehen, weil dort infolge der Schwierigkeiten der Probeentnahme 
gelegentlich Fehler von mehreren Prozenten vorkommen kénnen, 
wovon wir uns mehrfach iiberzeugt haben. 

Bei der Verarbeitung und Zusammenstellung des von uns ge- 
wonnenen Zahlenmaterials ergab sich die Frage, ob es zweckmiabig 
sei, die Frischgewichte der Schilddriisen als Kriterium der Zusammen- 
stellung zu wahlen oder aber die Trocken- bzw. fettfreien Trockengewichte 
Obwohl die letztere GréBe prinzipiell vorzuziehen ware, haben wir uns 
doch fiir die Frischgewichte entschieden; denn diese Gewichte bieten 
den Vorteil, daB sie direkt mit den von anderen Autoren gefundenen 
vergleichbar sind. Zudem ist, wie wir bereits weiter oben erwahnt 
haben, der Fettgehalt von gut auspraparierten Driisen in den ein- 
zelnen Fallen so ziemlich konstant, so daB, wie wir spater sehen werden, 
die Gewichtskurven der Trockensubstanz und der Frischgewichte der 
Driisen praktisch gleichmaBig verlaufen. 

Wie eingangs der Arbeit erwihnt wurde, muBte ein groBer Teil des 
Driisenmaterials in mehr oder weniger stark eingetrocknetem Zustande 
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in Arbeit genommen werden. Wir muSten daher fiir diese Driisen die 
Werte des Frischgewichtes berechnen, und zwar schlugen wir folgenden 
Weg ein: Wir konnten an unserem Material im ganzen 16 Driisen als 
frisch bezeichnen. Wir errechneten nun den mittleren Gehalt diese; 
Driisen an fettfreier Trockensubstanz und fanden einen Prozentwert 
von 16,6. Wir rechneten nun die effektiv ermittelten Gewichte der iy 
verschieden starkem MaBe eingetrockneten Driisen auf fettfreie Driise 
von 16,6°%, Trockensubstanzgehalt um und erhielten daraus dure) 
Addition des Fettes das Frischgewicht. 


c) Jodbestimmung. 


Die Jodbestimmung geschieht wie folgt. Man fiihrt gleich mehren 
Einzelbestimmungen nebeneinander aus. Fiir jede Probe wird so viel von 
der Lésung, wie 0,1 g frischer Substanz bei jodreichen Driisen ode: 
doppelte Menge bei jodarmen Driisen entspricht, in eine flache Eisenscha 
von 10cm Durchmesser gebracht und mit 6 Tropfen gesattigter Pott 
aschelésung versetzt. Man dampft iiber freier Flamme ein, erhitzt weiter 
liber einem Pilzbrenner, zuerst schwacher, dann bis auf etwa 400° (‘Tem 
peratur des schmelzenden Zinks). Nach einigen Minuten, wenn jeder Geruch: 
verschwunden ist, kiihlt man ab, verreibt den Riickstand mit etwas Wasser, 
um die Kohle gut zu verteilen, und setzt 4 bis 6 Tropfen 10% ige NaNO 
Lésung zu. Man trocknet wieder und erhitzt in gleicher Weise wie vorhin, 
zum SchluB noch einen Augenblick starker mit einem Teklubrenner. Nw 
befeuchtet man den Riickstand wieder mit Wasser, wobei keine Kohi| 
mehr sichtbar sein soll, und dampft vorsichtig nahezu zur Trockne ab 
Der Riickstand soll noch eben feucht sein. Nach dem Abkiihlen extrahiert 
man einmal mit 85°,igem und zweimal mit 95°,igem Alkohol unter Ver 
reiben mit einem Pistill. 

Die Alkohollésung wird in einer Platin- oder Goldschale unter Zusatz 
derselben Menge Wasser, eines Tropfens Phenolphthalein und einige: 
Tropfen Pottaschelésung eingedampft, der Riickstand vorsichtig gegliilit 
so daB die Farbe des Phenolphthaleins gerade verschwindet, und wieder 
mit Alkohol extrahiert. Man dampft nach dem Verdiinnen mit Wasser 
wieder ein, gliiht auBerst vorsichtig und spiilt den Riickstand unter vie: 
Malen mit je einigen Kubikzentimetern Wasser in ein 50 ccm fassendes 
Erlenmeyerkélbchen. Man setzt nun einen Tropfen dreifach normale: 
Schwefelsiure zu und so viel frisches Chlorwasser, da8 ein beigesetzter 
Tropfen Methylorangelésung sofort (nicht erst nach einigen Sekuniden) 
entfarbt wird. Nach Versetzen mit etwas Bimssteingranula dampit man 
auf ein kleines Volumen ein, kiihlt ab, setzt ein K6érnchen Kaliumjodid zu 
und tritiert mit n/250 Thiosulfatlésung. Die Titerstellung wird durch | 
analoge Behandlung von etwas Kaliumjodidlésung bekannten Gehalts | 
ausgefiihrt. 

Bei Schilddriisen mit abnorm niedrigem Jodgehalt empfiehlt sich 
die kolorimetrische Bestimmung. 


B. Die histologischen Prdparate. 


Die Herstellung der fiir die histologische Beurteilung nétigen Driisen 
schnitte erfolgte mit dem Gefriermikrotom. Gefarbt wurden dieselben 1: 
iiblicher Weise mit Haemalaun-Eosin. 
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Die Untersuchungsresultate. 
A. Beziehungen zwischen Jodgehalt und histologischem Bild einerseits 
und DriisengréBe andererseits. 

Unsere Haupttabelle (Tabelle 1) bringt unsere Untersuchungs- 
resultate nach steigendem Schilddriisenfrischgewicht geordnet. Die 
graphische Darstellung Nr.1 gibt die hauptsichlichsten Werte als 
Kurven wieder. 
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Tabelle I. Chemische und histologische Resultate aller untersucht 
* \« 
= — Gewicht in g 
Fy 5 
Nr. = Rasse Herkunft Alter ze s ° * 
| e =? - 23 » u 
© < 22 2 Se | S32 
eB ™ | $6 $85 
kg = — 
| * Pinzgauer Salzburg Fotus 0.160 0.005 O15 0) 
2 Q  Simmentaler Kt. Bern “ 174 0,075 1,66 
3 @ Shorthorn Liverpool 3 8,7 143 7,3 7 
4 Q Kreuzung 21/5 10,4 2,15 | 82 0.85 
5 | Q 15/, 11,2 276 84 7 
6 Q alt 12.5 2,06 10.4 7 
7 i k. 3 12.6 1,58 11,0 f 
& Big 13,3 1,30 120 2 
9 Q 3 141 1.75 | 128 ‘ 
10 Q " 215 14.6 1,64 13,0 4 
11 Q Jersey " 7 15.0 1.59 13.4 ee 
12 2 Pinzggauer Salzburg — 15.1 1.73 13.4 2.4 
13 Q Eringer Kt. Wallis 21/, 15,4 168 13,7 3,2 
14 k. Shorthorn, Cambridge 2" /4 407 17,3 2.62 14,7 4.98 
15 @Q  Simmentaler Kt. Freiburg 2 370) =18.4 2,79 | 156 | 4 
16 Q  Pinzgauer Salzburg 19,3 2.26 | 17,0 3,2 
17 ig - - 19.5 0,92 1/.6 29 
18 | Q Norweg. Landvieh Trondelag 15—16 367 20.0 3,10 16.9 2.44 
19 ’ Simmentaler Tirol 20,7 0,73 20,0 44 
20 Q  Pinzgauer Salzburg -= 20,7 1,48 19,2 3.2 
21 | Q 22.2 116 21,0 
22 Q . e 22.4 0.77 21,6 3 
28 92 Shorthorn Cambridge 2", 450 22.6 8.40 19,2 38S 
24 2 Hereford Liverpool 1)/, 23.8 5.42 18.4 4.7 
25 @2 Simmentaler Kt. Bern 4—5 00 265 3.03 23.5 tit 
25 @  Pinzgauer Salzburg 27,2 150 | 25.7 43 
27 2 Simmentaler Kt. Bern 2 410 280 2.61 25.4 6.1 
28 92 Braunvieh Tirol 28,0 122 268 4.5 
29 Q * Kt. Zarich 14 100 29.0 250 265 6544 
30 Q Shorthorn Liverpool - 29,7 4,15 | 255 2.48 
31 Q Norweg. Landvieh Trondelag 10 492 30.0 6.16 2238 37 
32 2 Simmentaler Kt. Bern 2" 520 303 442 259 4 
$3 | 2 be - > 9—10 550 81.0 3.15 26.8 5.82 
3 2 Shorthorn Cambridge 2 676 31.6 986 21,7 7 
35  Q  Braunvieh Tirol 450 3828 | 220 | 306 5 
36 2  Pinzgauer Salzburg 32,9 224 | 30,7 | 9 
37 Q : - 333 (137 319 | 5 
38 92  Eringer Kt. Wallis 2), 340 3,07 309 | 
39 ot Simmentaler Tirol _- 34,2 0.57 33,6 5.09 
40 9 js. Kt. Freiburg 6 680 344 295 31.4 5.57 
41 @  Pinzgauer Salzburg — 34.5 240 33,1 5 
42 92  Duxer'Graubraun Tirol o— 36,3 144 349 5 
48 2 Braunvieh Kt. Ziirich 5 300) = 36,4 35 32,6 | 3,55 
44. Q2  Pinzgauer Salzburg - 36,9 113 | 35,8 | 5,96 
45k. Braunvieh Tirol 38,3 2,33 | 36,0 6 


* Die Mehrzab! hat wenig Kolloid, die Minderzah! aber schénes Kolloid 
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Rindersechilddriisen 


nach steigendem Frischdriisengewicht geordnet, 





druse 
mg Jod in 
3 é . 
£ ee ce 
> -e? on 
Z s 4 2 o Nos 
cc ~2ct set 
=-A ecu rts) 
- =< Sy 
a Pe 
m3 0.071 0.011 
132 0.75 0.056 
13 0.66 1,13 
42 | 511 4,32 
153 | «38.49 5.95 
27 | 2,14 | 3,33 
24 1.86 3.03 


3 1.50 BY La 


0 | 133 | 4,22 
17 128 | 2,49 
09 0,42 1,35 
22 1,31 3.25 
17 1,09 3.57 
33 1.34 5.72 
11 0,50 2,02 
25 1,51 4.55 
i4 1,36 4.00 
61 0.50 1.22 
29 1,41 6,16 
i4 0.87 2 SO 
x O31 1.09 
093 0,57 2,07 
28 163 661 
58 2.88 13.8 
10 | 0,72 2,65 
19 120 5,18 
8 0.37 995 
10 0.62 2 80 
14 067 435 
x7 446 11,1 
28 224 8,49 
10 0.66 3,03 
12 0.64 3,73 
40 1.68 12.6 
71 458 233 
15 O86 7.88 
38 2938 126 
7 042 269 
1Y 1.11 6.50 
11 0.68 3.78 
15 O98 5.25 
22 1,34 7.55 
lt) 0.54 4.80 
7 2.24 15.4 
YS 1.48 S85 


Kolloid 


unregelmabig 


sparlich 
ziemlich viel 
viel 


mabig viel 
mabig 

viel 

mabig 


ziemlich viel 
” 


viel 


mabig viel 


viel 


mabig 
viel 
mabig 
viel 


Eventuelle strumdése 


Follikel Veranderungen 


klein 
klein, aber gut m. 
loid gefallt * 


Kol- 


Starke Zunahme des 
Bindegewebes, Art 
Sklerosa 


klein 

klein bis mittel 

mittelgro} 

grob 

klein bis mittelgro$ 

mittelgroB bis grob 

mittelgro§ 

klein 

grob 

klein bis mittelgrob mit 
einzelnen kl. Cysten 

mittelgroB 


mittelgro$ bis gro8 


mittelgrob 
mittelgroB bis grob 
grob 

klein bis mittel 

mittelgro} bis vTov Str. diff. cot. 


grob 


mittel bis grob 


1 _ " 
mitteigrolb bis grob 


Str. diff. coll 


klein bis mittel mit Str. diff. parenchym 
Cysten 
mittelgroB bis grob - _ oll. 


mittelgrob 


grow 
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Tabelle 





Nr 


46 


~ we 


Geschlecht 


+40 40 40 = 40 40 40 40 


Fo 


+0 +0 +0 +0 


? 
? 


* Merkwiirdig sind die relativ kleinen Blaschen bei dem hohen Gewicht 
** Merkwiirdigerweise finden sich hier, wie bei Basedow, verzweigte Schlauche, in welche Papille 


2 40 40 10404040 F400 40 & OF 404040 


Rasse 


Pinzgauer 
Braunvieh 


Pinzgauer 


Shorthorn 
Red Polled 


Pinzgauer 


Simmentaler 
Red Polled 
Simmentaler 
Pinzgauer 
Eringer 
Simmentaler 


Braunvieh 


Simmentaler 
Braunvieh 
Simmentaler 
Pinzgauet 
Braunvieh 
Pinzgauer 


Braunvieh 
Norweg. Landvieh 
Duxer 

Braunvieh 


Pinzgauer 


Shorthorn 
Norweg. Landvieh 
Eringer 


Braunvieh 


Herkunft 


Salzburg 
Tirol 


Salzburg 


Cambridge 


Salzburg 


Kt. Bern 
Cambridge 
Kt. Freiburg 
Salzburg 

Kt. Wallis 
Kt. Bern 

Kt. Freiburg 
lirol 


Kt. Ziirich 
Kt. Bern 
Salzburg 
Tirol 
Salzburg 
lirol 
lrondelag 
lirol 

Kt. Ziirich 


Salzburg 


Cambridge 
l'rondelag 
Kt. Wallis 


Tirol 


Gewicht des 
Tieres 


Alter 
kg 
{) 
2 543 
+ 575 
10 520 
2 520 
10 550 
4 
630 
13—14 (00 
b 600 
1"). 
+] B04 
6 720 
21/,—3 
9 
l 291 
1 420 
3! 506 
2", 475 
l 196 
5 
alt 


Gewicht in g 


38.5 1.84 
38,7 1,74 
40,2 1,67 
40,6 1,31 
41.0 11,39 
41.8 4,26 
42.6 0,99 
45,2 2.68 
45.9 5,05 
46.0 5.81 
46.1 0.31 
48.0) 4,95 
48.5 1,87 
45.6 3,46 
49.4 


51,9 1,66 
3.5 5.0 
55,2 2,17 
9,4 1,16 
60,2 2.59 
61,0 148 
64.6 0.25 
70,1 2,11 
708 1,64 
72.4 3,43 
79,0 4,51 
79,0 = 1,78 
81.5 6.0 
81.6 2,62 
99.9 O.SY 
91.5 12.36 
93.5 6,09 
126.3 8,42 
130.4 1,64 


Fettfreie 
Drise 


29.6 


37.5 
7 


42.5 
40), 


69.0 
74.5 
77.8 


75.5 


79.0 


90.0 
79,1 
87,4 
119.9 
128.8 


und dem niedrigen Jodgeha 


cken. 


Ir 


Fettfreie 


15.2 
15,2 
13,s2 
19,7 


21,5 
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Tabelle Jf ortsetzung). 
Schiiiee 
: mg Jod in 
oe: . oS. Kolloid Follikel Svante strumdése 
re S : 2§ 7 ; 5 2 eranderungen 
S2uat.e ~~ 26 sect 
Lt. =—~ = 
( 6 28 1,78 | 10,9 sehr viel grob Str. diff. coll 
) 6,1990,39 225 151 viel mittelgro} bis grob 
) 6.49034 2.12 13,7 
3 6,59) 36 2.20 144 i grob ” 
? 67/9018 1,10 7,40 
>} 11,7 16 0.73 8.50 sehr viel - 
/ 6,908),26 160 11,1 viel grob, mit einzelnen n 
Cysten 
) 8,7 11 0,57 4.97 mittelgrob bis grob 9 
3; 9 13 0,90 8,20 sehr viel grob 
) 8.28015 0.84 6.90 viel x - 
2 7548042 246 | 1856 . 
) 759015 | 0,96 7,20 
, 11.5N 11 0.46 5.33 - » 
YS ie! O89 8.75 ss 
9.0NI0 14 0,41 6,90 ziemlich viel mittelgrob bis grob . 
) 5 045 0,28 2,31 viel, diinnfliiss. Str. diff. coll. fraglich 
weil stark kadaverds 
S.4 26 1.61 13,2 viel groh Str. diff. coll. 
5,200,19 142 11,8 mittelgroB bis grob 
) | 10,858014 0,75 7.75 mittelgrob - 
95 15 1.00 9.05 grob Bs 
o,t 35 2.05 1938 - m 5 
99 10 0,62 6.10 = ws 
| 10,6015 O88 9,40 . 
|} 11,4 28 1,72 19,6 sehr viel grob, mit Cyste 
11,6 §).29 1.74 201 c sehr grob 
11,4680,051 032 3,70 relativ viel mittelgrob bis grob 
14, 020 0,12 1,58 sparl. (diinnfl.) klein Str. diff. parenchym 
14.528).0388 0.93 3.43 
23.3 15 0.57 13.4 wenig bis mab. klein bis mittelgrob o 
13 17 1.02 13.6 viel (mehr grob Str. diff. coll 
stellenweise ) 
15,280.28 167 25.12 viel grob m. kleinen Cysten = 
158.2 9).09 0,63 8,23 ~ grob ” , 
13,529).20 1.36 1838 sparl. (diinnfl.) klein Str. diff. parenchy . 
19.7 052 033 6.55 viel mittelgroB bis grob Str. diff | 
21.5 9.27 1.61 34.5 grob (bis 600 mik.) 
JodgehaMer Driise 
e Papilie¥ind Polster hineinragen. 
Biochemische Zeitschrift Band 158. 23 
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Wir geben die Gewichte fiir Fett und fettfreie Driise nicht in 
Prozenten, wie tiblich, sondern in Grammen, auf die ganze Driise bezogen, 
an. Die Jodgehalte sind in Milligrammen pro Gramm frischer Driise, 
pro Gramm fettfreier Driise und pro ganze Driise berechnet. 

Ubersichtlicher als die Tabelle gibt unsere Kurventafel die Be- 
ziehungen zwischen den einzelnen Zahlen wieder. Die MaBstabe der 
einzelnen Kurven sind beliebig gewahlt; fiir Milligramm J pro Gramm 
frischer Driise haben wir einen fiinffach gréBeren MaBstab angewendet 
als fiir Milligramm J pro Gramm Trockendriise und pro ganze Driise. 
Kolloid und Follikel wurden in sechs Stufen nach folgendem Schema 
dargestellt. 








Stute Kolloid Follikel 
6 Sehr viel Sehr grob 
D Viel gro} 
4 Ziemlich viel (relativ viel) Mittelgro8 bis grob 
3 Mabig MittelgroB 
2 Wenig bis mabig Klein bis Mittel 
| Spirlich Klein 


Bei der Besprechung der Tabelle bzw. Kurventafel wollen wir 
von vornherein von den beiden leichtesten Driisen, den fétalen Schild- 
driisen, absehen, da diese sich nicht mit den tibrigen Driisen vergleichen 
lassen. 

Die Grenze der strumésen VergréBerung haben wir, wie erwahnt, 
bei einem Gewicht von 30g festgesetzt. Demnach sind zwei Fiinftel 
der von uns untersuchten Schilddriisen normal. Drei Fiinftel sind 
Strumen ‘siehe Trennungsstrich auf der Kurventafel). Von den vier 
parenchymatésen Driisen (mit ,,p* bezeichnet) hat eine ein mittleves 
Gewicht (Pinzgauer Nr. 41), drei dagegen gehéren zu den schwersten 
Driisen, darunter die der beiden einjahrigen norwegischen Stiere Nr. 72 
und 78, ferner eine Braunviehdriise (Nr. 74). Die fiinf Schilddriisen 
mit Cysten der Pinzgauer Rasse (mit ,,C‘* bezeichnet) verteilen sich 
auf alle Gewichte. 

In vier Fallen haben wir den Inhalt einzelner Cysten ausgepreBt 
und auf Jod untersucht. Folgende Zahlen geben das Verhiltnis des 
Jodgehalts der Gesamtschilddriisen zum Jodgehalt der Cysten, beides 
pro Gramm fettfreie Trockensubstanz. 





N Schilddrise Cyste 
wr 

mg J pro g mg J pro g 
41 0,98 2,34 
52 1.60 3.35 
69 1,72 1,51 
76 1,67 1.76 
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In zwei Fallen ist der Inhalt der Cysten mehr als doppelt so jod- 
reich wie der Durchschnitt der Schilddriise, in den beiden anderen 
Fallen ist er ungefahr gleich. 

Zuerst wollen wir nach den allgemeinen Beziehungen zwischen 
Driisengewicht und Jodgehalt suchen, wie sie aus unseren Kurven er- 
sichtlich sind, ohne uns jedoch viel auf Einzelheiten einzulassen. Spater, 
bei Beriicksichtigung der Herkunft und der Rasse werden wir genauer 
spezifizieren. 

Der Jodgehalt pro Gramm frischer Driise sechwankt mit steigendem 
Driisengewicht unregelmaBig auf und ab. Bei den leichtesten Driisen 
finden wir zwar einige der héchsten Jodgehalte; aber auch spiter 
treten sporadisch ahnliche Werte auf. Andererseits finden sich niedrige 
Jodgehalte nicht nur bei den schwersten, sondern auch bei mittleren, 
ja selbst bei leichten Driisen. Wenn wir von allen Schwankungen ab- 
sehen, so verlauft die Kurve im groBen und ganzen ungefihr eben, 
d. h. bei den leichten, mittleren und schweren Driisen kommen ungefihr 
iihnliche Jodgehalte pro Gramm frischer Driise vor. Spiiter, bei Be- 
trachtung der einzelnen Rassen, wird sich teilweise ein etwas anderes 
Resultat ergeben. 

Ganz ahnlich verhalt es sich mit dem Jodgehalt pro Gramm fett- 
freier Trockendriise. Auch hier schwankt die Kurve unregelmiBig 
auf und ab, ohne mit steigendem Driisengewicht eine deutliche Neigung 
zum Steigen oder Fallen zu bekunden. Die beiden Kurven folgen sich 
mit ziemlicher Prazision, ein Beweis fiir die weiter oben erwahnte 
relativ geringe Schwankung des Fettgehaltes in gut auspriaparierten 
Driisen. Es ist somit auch der Jodgehalt pro Gramm fettfreier Trocken- 
driise nicht proportional dem Frischgewicht der Driisen. 

Der Gesamtjodgehalt macht die Schwankungen der beiden be- 
sprochenen Kurven ebenfalls mit. Er erfaihrt aber im allgemeinen 
mit steigendem Driisengewicht eine Zunahme. Am Anfang bewegt 
sich die Kurve (bei den willkiirlich angenommenen MaBSstiaben) unter- 
halb derjenigen des Jods pro Gramm frischer Schilddriise. Spiter 
deckt sie sich eine Zeitlang mit jener Kurve, um sich dann dauernd dar- 
itiber zu erheben. Die Kurve mu8 iibrigens einerseits der Frischdriisen- 
jodkurve, andererseits der Frischgewichtskurve folgen, denn das Gesamt- 
jod ist ja ein Produkt aus den beiden anderen Werten. Wir kénnen 
also sagen, daB der Gesamtjodgehalt mit steigendem Driisengewicht 
im allgemeinen zunimmt. 


B. Beziehungen zwischen Jodgehalt einerseits und Kolloidgehalt 
und FollikelgréBe andererseits. 


Die Kurven des Kolloidgehalts und der FollikelgréBe folgen sich 
selbstverstandlich gut, zum Teil decken sie sich geradezu (in der gra- 


23 * 
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phischen Darstellung dicht nebeneinander gezeichnet). Mit steigende 
Follikelgré6Be muB ja der Kolloidgehalt zunehmen und umgekehrt 

Engere Beziehungen dieser beiden GréBen zum_ Driisenfrise) 
gewicht lassen sich nicht erkennen. Wir haben unter den leichtesten 
und unter den schwersten Schilddriisen kolloidarme und kolloidreic} 
klein- und groBfollikulare. Hingegen scheint vielfach eine gewiss: 
Ubereinstimmung der Kolloid- und der Follikelkurve mit den Jod 
kurven zu bestehen. In den einzelnen Kurvenabschnitten steigen und 
fallen die betreffenden Kurven vielfach miteinander. Besonders }x 
den leichtesten und bei den schwersten Schilddriisen ]4Bt sich dies 
feststellen, weniger bei den mittleren Gewichten. 

Wir besitzen unter Ausschaltung der beiden fétalen Schilddriisen 
fiir 65 Schilddriisen Angaben iiber den Kolloidgehalt, und fiir 64 Driisen 
solche iiber die FollikelgiéBe. Wenn wir sie nach dem Jodgehalt in 
zwei Gruppen einteilen, so erhalten wir eine Verteilung nach dem 
Kolloidgehalt und der FollikelgréBe, wie sie in der folgenden Tabel| 
durch die nicht eingeklammerten Zahlen wiedergegeben ist. 


Tabe lle Il. 


Beziehungen zwischen Jodgehalt, Kolloidgehalt und FollikelgréGe. 





Kolloid Follikel 
Stute ° — 

jodarmer jodreicher jodarmer jodreicher 
6 1 (1) 4 (4) 0 (0) 1 (1) 
5 21 (21) 23 (23) 11 (11) 17 (17 
4 4 (4) 1 (i) 10 (10) 7 (7) 
3 5 (4) 2 (1) 5 (5) 3 (3) 
2 1 «1 «Oy 4 (4) 2 
1 1 (9) 2 (0) 9 (0) 2 (0) 


Wenn wir die Schilddriisen der vier norwegischen Tiere und det 
Jersey-Kuh ausschalten, erhalten wir die in Klammern gesetzten Zahlen 
Diese Ausschaltung rechtfertigt sich insofern, als wir hier im Vergleich 
zu dem tibrigen Material unnormale Driisen vor uns haben. Die Schild 
driisen der beiden einjahrigen norwegischen Stiere (Nr. 72 und 78 
zeichnen sich dadurch aus, daB sie bei ziemlich hohem Jodgehalt 
kolloidarm und kleinfollikulér sind. Ebenfalls jodreich, aber von 
maBigem Kolloidgehalt und mit kleinen bis mittelgroBen Follikeln 
ist die Schilddriise der zehnjahrigen norwegischen Kuh (Nr. 31), wahrend 
die 15- bis 16-jahrige norwegische Kuh (Nr. 18) bei geringem Jodgehalt 
der Driise ebenfalls einen maBigen Kolloidgehalt und kleine Follike! 
aufweist. Die sklerotische Schilddriise der Jersey-Kuh (Nr. 11) ist 
bei niedrigem Jodgehalt kolloidarm und kleinfollikular. 

Bereits bei Beriicksichtigung aller Driisen, deutlicher noch unte! 
Ausschaltung der genannten fiinf, ergibt sich, daB tatsachlich ein Zu 
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sammenhang zwischen dem Jodgehalt der Driise einerseits und ihrem 
Kolloidgehalt und ihrer FollikelgréBe andererseits besteht in dem Sinne, 
daB im allgemeinen unter den jodaérmeren Schilddriisen mehr kolloid- 
irmere und kleinerfollikulére auftreten, als unter den jodreicheren. 
Dies 14Bt sich noch deutlicher zeigen, wenn wir die Kolloidmengen 
und FollikelgréBen in je zwei Gruppen einteilen, in je eine Gruppe 
mit viel und sehr viel Kolloid bzw. groBe und sehr groBe Follikel (Stufe 5 
und 6) und in je eine Gruppe mit weniger Kolloid bzw. kleineren Fol- 
likeln (Stufe 1 bis 4), und wenn wir diese Zahlen gleich noch in Prozente 
umrechnen. Die Prozentzahlen sind in Klammern gesetzt. Wir haben 





dann: 
Kolloid Follikel 
Stufe ee ra ‘ 
jodarmer jodreicher jodarmer jodreicher 
5 und 6 66 (70) 84 (97) 34 (37) 56 (62) 
1 bis 4 33 (30) 16 (3) 66 (63) 44 (38) 


Diese Differenzen sind zu groB, als daB sie vom Zufall herriihren 
kénnten. Es diufte eine GesetzmaBigkeit vorliegen, die sich aber 
natiirlich nicht durchweg nachweisen laBt, weil die untersuchten Schild- 
driisen in ihrer tiberwiegenden Zahl mit viel Kolloid und mit groBen 
Follikeln ausgestattet sind. 


C. Die Beurteilung des Materials vom Standpunkt der Rassenfrage. 

Nachdem wir einen allgemeinen Uberblick iiber die von uns unter- 
suchten Schilddriisen ohne Beriicksichtigung der Rasse und der Herkunft 
gewonnen haben, wollen wir nun dazu iibergehen, die Tiere einerseits 
nach Rassen, andererseits nach Landern einzuteilen, um zu untersuchen, 
welche Beziehungen sich dabei ergeben. 

Die Kurventafel Nr. 1 zeigt uns iiber die Verteilung nach steigenden 
Driisengewichten folgendes. 

Die leichtesten Driisen finden sich bei der Shorthornrasse. Immer- 
hin kommen hier verstreut auch einige schwere Driisen vor, bis zu einer 
Struma, die an viertletzter Stelle in der Tabelle steht. 

Die Simmentaler Rasse weist keine ganz leichten und keine sehr 
schweren Driisen auf; ihre Vertreter verteilen sich im tibrigen sehr gleich- 
maBig auf alle vorhandenen Gewichte. 

Die Braunviehrasse tritt erst mit etwas héheren Gewichten auf, 
als die Simmentaler Rasse. Sie endigt mit dhnlichen Gewichten, wenn 
wir die beiden allerschwersten Driisen unberiicksichtigt lassen. Die 
Pinzgauer Rasse beginnt mit leichteren Driisen als die Simmentaler 
und endigt mit den schwersten Driisen. Sie iiberdeckt gewissermaBen 
die beiden eben genannten Rassen. Das kann aber damit zusammen- 
hangen, daB mehr Driisen von dieser Rasse untersucht worden sind 
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Von den tibrigen Rassen 14Bt sich nicht leicht etwas Allgemeines 
sagen, da zu wenig Schilddriisen untersucht worden sind. Immerhin 
verteilen sich die vier Eringer und die vier Norweger Driisen auf un. 
gefahr die gleichen Gewichte wie die Pinzgauer. Es kommen also bei 
diesen beiden Rassen leichte und schwere Gewichte vor; welche an der 
Zahl iiberwiegen, wissen wir nicht. 

Wie groB die Streuung der Gewichte bei unseren vier Hauptrassen 
ist, sehen wir am besten auf der Kurventafel Nr. 2. Hier sind die auf 
einander folgenden Schilddriisen nicht in gleichen Abstanden, sondern 
entsprechend ihren Gewichten auf die Ordinatenachse eingetragen 
Allerdings sind dieses Mal die fettfreien Trockengewichte verwendet 
worden; das andert aber prinzipiell nichts an der Sache 
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Die Kurven geben uns ein unmittelbares Bild tiber die Verteilung 
der Schilddriisen der einzelnen Rassen nach ihren Gewichten. Wi 
sehen hier, innerhalb welcher Gewichtsgrenzen sich die Driisen der 
vier Rassen bewegen, mit welchen Gewichten sie beginnen und auf 
héren. Wenn wir die untersuchten Driisen in eine leichtere und eine 
schwerere Hilfte einteilen, so ergibt sich folgendes, wenn wir von den 
extrem schweren Driisen, zwei Braunviehdriisen und einer Shorthorn 
driise absehen. Bei den Simmentaler Driisen nehmen die beiden Halften 
einen gleich groBen Raum ein, die Streuung ist durch die ganze Kurve 
hindurch ungefihr gleich; die leichtere Halfte der Driisen erstreckt 
sich iiber ein gleiches Gewichtsintervall, wie die schwerere. Ahnlich 
steht es beim Braunvieh. Die zweite Halfte beansprucht nur wenig 
mehr Raum, als die erste. Bei den Pinzgauer Driisen hingegen ist die 
leichtere Halfte der Driisen auf ein Drittel, bei den Shorthorndriisen 
auf ein Viertel zusammengedrangt. 

Nach Miiller (5) und nach Naef (6) sind inkonstante Schilddriisen- 
gewichte einer Gegend typisch fiir Kropfdisposition. Wenn wir dies 
Prinzip auf unsere Rassen anwenden wollten, so hatten wir zwar iiberal! 
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recht inkonstante Gewichte, folglich Kropfdisposition. Die Zusammen- 
drangung eines GroBteils der Driisen auf ein kleines Gewichtsintervall 
difte aber vielleicht doch als erste Anniherung an eine Gewichts- 
konstanz aufgefaBt werden. In diesem Sinne kénnte man die Shorthorn- 
und die Pinzgauer Rinder als weniger zum Kropf disponiert annehmen, 
als die Braunvieh- und Simmentaler Rinder. Dies wiirde auch damit 
iibereinstimmen, daB die Driisen der beiden ersteren Rinderrassen 
mit niedrigeren Gewichten beginnen, und daB auch ihre Durchschnitts- 
gewichte niedriger sind. Diese betragen, unter Beriicksichtigung der 
vorhin erwahnten Weglassungen fiir Shorthorn 3,04, Pinzauer 6,65, 
Braunvieh 7,49 und Simmentaler 7,05g als fettfreie Trockendriise. 
Als weiteres Merkmal kann auch der Jodgehalt herbeigezogen werden. 
Dieser ist, auf fettfreie Driise bezogen, wie wir unten sehen werden 
(s. Tabelle 111), bei den Shorthorndriisen am héchsten und nimmt 
iiber die Pinzgauer, Braunvieh zu den Simmentalern ab. 

Da nun aber unsere Shorthorndriisen alle aus England, die Pinz- 
gauer aus Salzburg, die Braunviehdriisen hauptsiéchlich aus Tivol und 
die Simmentaler vorwiegend aus der Schweiz stammen, kénnen die 
genannten Eigentiimlichkeiten ebensogut von der geographischen Ver- 
breitung wie von der Rasse stammen. Wir kénnen also vorderhand 
lediglich feststellen, daB bei den verschiedenen Gruppen tatsichlich 
Unterschiede im erwahnten Sinne auftreten, ohne da8 wir sagen kénnten, 
ob sie durch die Rasse oder durch die értliche Herkunft bedingt sind. 

Nach dem allgemeinen Verlauf der Jodkurven in der Kurven- 
tafel Nr. 1 hatten wir bereits den SchluB gezogen, daB der Jod- 
gehalt der Schilddriisen in Abhangigkeit stehe zum Schilddriisen- 
gewicht. Die Kurventafel Nr. 2 zeigt uns nun, wie sich die von uns 
untersuchten Driisen der einzelnen Rassen in dieser Beziehung ver- 
halten. Sie gibt, wir erwahnt, die Jodgehalte pro Gramm fettfreier 
Trockensubstanz in Beziehung zum steigenden fettfreien Driisen- 
trockengewicht wieder. 

Bei der Simmentaler Rasse haben wir eine recht gleichmaBig ver- 
laufende Kurve. Nur drei Punkte ragen héher hinauf. Diese drei 
Driisen betreffen Tiroler Tiere (mit .,7“* bezeichnet), wahrend alle 
iibrigen aus der Schweiz stammen. Nun sind aber die Tiroler Rinder 
alle mannlich, die Schweizer Rinder alle weiblich. Man kénnte daher 
vermuten, daB der erhéhte Jodgehalt bei gegebenem Schilddriisen- 
gewicht mit dem Geschlecht zusammenhiange. Ein solcher Zusammen- 
hang JaBt sich aber an Hand der Driisen der tibrigen Rassen durchaus 
nicht feststellen. Also scheint der Unterschied in der Landesgegend 
begriindet zu liegen. Wir hatten dann fiir Schweizer-Simmentaler Vieh 
(aus den Kantonen Bern und Freiburg) recht gleichmaBige relative 
Jodgehalte, trotz ziemlich starker Unterschiede im Schilddriisen- 












Gl GL 8G O8 GL oS €2 OL 1% Bode yy ; * ‘fo UY 
L £ G 6 Lo gl sy v t vl a! 91 ! ‘ * (j4oLMor) FOE soqn) UoUINYS 
% | aL) 0% &% 8] 42; 08| 62 eS oe ae 
I I I ¢ 6 g gl I I a v L iT ; : ~ (PRopmey 
HOE doyun) Uostuppyliqog epeunoy 
sOzr | cc's | 998 | Fr | I9G |S8OT Lor |49m | GL | Gor ugg | Lorieee | “°C TT ON 
Cre | El SET | oe’9 8 RI Cre cel TSS | O09 ZT ‘ cla : * * * Weapssy 
60'T CO’ Ett 69% co tT 1G cUe% | GOT | ett a tl oo *  WINULOTY 
“ Sosna(] UezuBs Joep ur f¢ Au 
= et (oso | sett | 290 | FFT gst | 190 | GOT | OTT | LL°O | LHT | 10% “ee ae a - 
2 8¢'V Ire | 6U'T PES 8c PF 191 9FS | ITS Lt.) | | 
= 820 chu «680 | STO | BRT LEO | «TSO «| E90 Ft oe ro *  wauyary 
_ Sosna(] soieapyyey BF oud ¢ Bu 
IZv CTO | 820 | STO U0 ZITO 120 = =OT0 amt) 610 ClO | #0 | 820 a et ae ee Ae er ty Se 
a ILO) «6610 =| 8e°0 820  TL0 4620 | TRO €o0 oo,’ oe a 
£ 00 60'0 wo i¢z'Oo 800 | c0'O 600 ; cs *  WRUITOTY 
oS ‘esna(] 4oyostay 3 oad ¢ Au 
oo ggg O6F |) GEE) G8E Ocr | OFF | FZ, G09 9 gg Pre 6L4E| SIF!) Fz ee ee ee oe ee 
> FUEl 6GZI; O'§8  GEZI| 2 E6 POST S2C} 606) O§€8 = © MINUTES] 
= rel yor; L8 rl 00% 08% PSI ct | 28 eo . ft © UNULOT 
:ayormasuasnacy] 
s £ él 9¢ 0Z sT ¢ ¥ al CT &@ al oe : ussnA] Jep [YBZ 
1ON], |FaqIS | [ONL |F19aq9s5 soxngq ss yata 19]¥3 
— $91 pyoagog pumjfug “pun! | spur) | ARIA casa | 20 | wow 
yataunsig J9|BjJUIMIUTIC Q s8uyq “Bason a eunls id S 
Gen lea ” }2Ups099 WispuR] YoBAy jouUp1003 usessy GOV 


‘qoupioes Usepuy’] pun UessByYy YORU ‘UsstUppP]TyoOY, usyegouZ10a soUIMIys pun UoyeULIOU Jop 
ey 8Yospor pun oFYoIMeZUESNIppTIyo, Jop yoroysoA “PTT 979qD,T 






au 








Jodgehalt der Schilddriisen verschiedener Rinderrassen. 361 


gewicht. Bei den Tiroler Rindern waren die Jodgehalte unter sich auch 
ihnlich, aber héher als bei den Schweizer Tieren. 

Bei den iibrigen Rassen finden wir keine solche Konstanz. Beim 
Braunvieh weisen 8 von den 12 untersuchten Schilddriisen ebenfalls 
niedrige und unter sich ahnliche Jodgehalte auf, waihrend vier Driisen, 
und zwar hauptsachlich von den leichteren, bedeutend jodreicher 
sind. Unter den Tiroler Braunviehdriisen finden sich niedrige und 
hohe Jodgehalte, von den vier Schweizer Driisen (mit ,,S‘‘ bezeichnet) 
ist eine jodreichere vorhanden. 

Die Pinzgauer Rinder weisen im allgemeinen jodreichere Schild- 
driisen auf als die Simmentaler Rinder. Die Kurve schwankt durch alle 
Gewichte hindurch unregelmaBig auf und ab. 

Bei den Shorthornrindern sind ebenfalls sehr verschiedene Jod- 
gehalte vorhanden, ahnlich wie beim Braunvieh. Auch hier sind es 
vornehmlich die leichteren Driisen, welche relativ jodreich sind. 

Wir miissen auch hier, wenn wir von Rassen sprechen, immer 
gleichzeitig an den EinfluB der Landesgegend denken. 

In der Tabelle II] haben wir die minimalen, maximalen und mitt- 
leren Schilddriisengewichte und Jodgehalte einerseits nach den Rassen, 
andererseits nach den Liandern geordnet wiedergegeben und auch die 
Anzahl der strumésen Schilddriisen in jeder Gruppe angefiihrt. Ferner 
wurde die Simmentaler und die Braunvieh-Rasse in je zwei Gruppen 
nach der geographischen Herkunft eingeteilt, in eine Schweizer und 
eine Tiroler Gruppe. 

Die Eringer Rinder, einschlieBlich des Duxer Stiers und der Norweger 
Rinder, haben wir zwar zum Vergleich mit angefiihrt; wir sind uns aber 
bewuBt, daB unsere Durchschnittswerte bei der geringen Zahl der unter- 
suchten Driisen nichts besagen. Weggelassen haben wir die Hereford-, 
Jersey- und Red-Polled-Rasse mit nur einzelnen Driisen. Bei den Landern 
hingegen wurden alle Tiere beriicksichtigt. 

Fassen wir zunichst die Schilddriisenfrischgewichte ins Auge. 
Das niedrigste Durchschnittsgewicht finden wir bei der Shorthorn- 
rasse. Dann folgt in ziemlich weitem Abstand die Simmentaler, dann 
die Pinzgauer und die Braunvieh-Rasse. Noch héhere Gewichte finden 
wir bei dem norwegischen Landvieh und schlieBlich bei der Eringer- 
Duxer Rassengruppe. Die Reihenfolge der vier ersten Gruppen ist 
also nicht genau gleich, wie bei den fettfreien Trockendriisen. 

Der durchschnittliche Jodgehalt, auf frische Schilddriise bezogen, 
ist beim Eringer und Duxer Vieh am niedrigsten. Es folgen mit unter 
sich &hnlichen Werten norwegisches Landvieh und Simmentaler Vieh 
und dann in ungefihr gleichen Abstanden Braunvieh, Pinzgauer und 
Shorthorn. 
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Auf fettfreie Trockensubstanz bezogen, ist die Reihenfolge beinahe 
dieselbe; nur haben norwegisches Landvieh und Simmentaler Rasse 


den Platz vertauscht. 

Beim Gesamtjodgehalt andert sich verschiedenes. Die Eringer 
Driisen sind hier noch am jodirmsten. Dann folgt mit unter sich ganz 
ahnlichen Zahlen Simmentaler und Shorthorn. Die Shorthorndriisen 
welche, auf die Gewichtseinheit bezogen, am jodreichsten waren, zahlen 
auf die ganze Driise bezogen, zu den jodirmsten. Das hangt natiirlich 
mit ihrem niedrigen durehschnittlichen Driisengewicht zusammen 
Auf die Shorthornrasse folgt in ziemlich weitem Abstand das norwegische 
Landvieh und in nochmaligem weiten Abstand die unter sich nahezu 
gleich jodhaltigen Pinzgauer und Braunvieh-Driisen. 

Bei Beriicksichtigung der einzelnen Lander zeigt England die 
niedrigsten Schilddriisengewichte; die Schweiz und Osterreich weisen 
nahezu doppelt so hohe, unter sich gleiche Gewichte der Rinder- 
schilddriisen auf. 

Der Jodgehalt pro Gramm frischer Driise und pro Gramm fett- 
freier Trockendriise ist bei den Schweizer Tieren am niedrigsten; bei 
den ésterreichischen sind die Werte ungefihr doppelt so hoch, bei den 
englischen noch etwas héher. Der Gesamtjodgehalt ist bei den englischen 
und schweizerischen Driisen unter sich ungefihr gleich, bei den éster- 
reichischen ungefahr dreimal so hoch. 

Die schweizerischen Schilddriisen laufen somit beziiglich des 
Gewichts mit den ésterreichischen, beziiglich des Gesamtjodgehalts mit 
den englischen, wahrend sie beziiglich des Jodgehalts pro Gramm frischer 
Substanz und pro Gramm fettfreier Trockensubstanz weitaus am tiefsten 
stehen. Der Jodgehalt der ésterreichischen Schilddriisen ist in jeder 
Beziehung héher als der der schweizerischen Driisen. 

Suchen wir nun durch Vergleichung derselben Rassen in zwei 
verschiedenen Landern zu erkennen, ob die eben erwahnten Unter- 
schiede auf die geographische Verbreitung oder auf die Rassen zuriick- 
zufiihren sind. Aus unserem teilweise recht sparlichen Material geht 
folgendes hervor. Das mittlere Schilddriisengewicht ist bei den Simmen- 
taler Tieren sowohl] in der Schweiz als auch in Tirol bedeutend geringer 
als beim Braunvieh in diesen beiden Lindern. Das wiirde also fiir 
einen Rassenunterschied sprechen, der durch beide Lander hindurchgeht 
Mit dem Jodgehalt jedoch verhalt es sich anders. Die Schweizer Tiere 
zeigen bei beiden Rassen bedeutend niedrigere Jodgehalte als die 
entsprechenden Tiroler Tiere. Fiir den Jodgehalt scheint somit nach 
unseren Zahlen nicht die Rasse, sondern die Landesgegend maBgebend 
zu sein. 


Das Verhialtnis der normalen zu den strumésen Schilddriisen geht 
nicht etwa Hand in Hand mit den mittleren Schilddriisengewichten., 
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was auch nicht weiter zu erwarten ist. Wahrend wir vorhin fiir das 
Simmentaler Vieh eine etwas gréBere Kropfdisposition angenommen 
hatten als fiir das Braunvieh, sehen wir, daB die tatsichliche Strumen- 
haufigkeit in der umgekehrten Reihenfolge steht. 


Zusammenfassung. 

Die von uns untersuchten 80 Rinderschilddriisen weisen, abgesehen 
von zwei fétalen Schilddriisen, Gewichte von 8,7 bis 130.4 g¢ auf, und 
gwar fallen die niedrigeren Gewichte vorwiegend auf englische Driisen 
der Shorthornrasse aus den Schlachthiusern von Cambridge und 
Liverpool, die schwereren auf schweizerische und ésterreichische Driisen 
der Simmentaler, Braunvieh- und Pinzgauer Rasse aus den Schlacht- 
hiusern Bern, Thun und Innsbruck. 

Der relative Jodgehalt ist im allgemeinen nicht deutlich abhangig 
vom Driisengewicht. Immerhin haben wir bei der Braunvieh- und 
der Shorthornrasse bei den leichteren Driisen mehr héhere relative 
Jodgehalte gefunden, als bei den schweren Driisen. Die Driisen der 
Simmentaler und Pinzgauer Rasse zeigten dieses Verhalten nicht. 

Der absolute Jodgehalt steigt im allgemeinen mit steigendem 
Schilddriisengewicht. 

Beziehungen zwischen Kolloidgehalt und FollikelgréBe zum Schild- 
driisengewicht konnten wir nicht feststellen, wohl aber scheinen Be- 
zichungen zum Jodgehalt zu bestehen. Unter den jodirmeren Schild- 
driisen fanden sich mehr kolloidarme und kleinfollikulire, als unter 
den jodreicheren. 

Bei den einzelnen Rassen zeigten sich Unterschiede in der Streuung 
der Schilddriisengewichte und im relativen Jodgehalt der Driisen, von 
denen es sich einstweilen nicht sagen l4Bt, ob sie wirklich Rassen- 
eigentiimlichkeiten darstellen oder aber mit der Herkunft der Tiere zu- 
sammenhangen. Die eingangs erwahnte Frage, deren Beantwortung 
diese Arbeit dienen sollte, nimlich die Ermittlung der Rassenvariationen 
der Schilddriisenbeschaffenheit, l4Bt sich somit an Hand unseres Ma- 
terials nicht mit Sicherheit entscheiden, ebensowenig die Frage, in- 
wieweit konstitutionelle und konditionelle Faktoren dabei mitspielen. 

Wenn wir die Zusammendringung eines GroBteils der Driisen- 
gewichte auf ein kleines Gewichtsintervall, wenn wir niedrige Anfangs- 
und Durchschnittsdriisengewichte, wenn wir hohe durchschnittliche 
relative Jodgehalte als Charakteristica einer geringeren Kropfdisposition 
betrachten wollen als die entgegengesetzten Merkmale, so zeigt die 
Shorthornrasse die geringste, die Pinzgauer, Braunvieh- und Simmen- 
taler Rasse in der Reihenfolge der Aufzahlung gréBere Kropfdisposition. 
Wir kénnen aber nicht entscheiden, ob hier wirklich die Rasse und 
nicht die Herkunftsgegend maBgebend ist. 
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Als Rassenmerkmal, welches fiir die Schweiz und fiir Tirol gleic} 
zeitig zutrifft, kénnten die durchschnittlich niedrigeren Schilddiisen. 
gewichte der Simmentaler Tiere gegeniiber den Braunviehtieren angesehen 
werden. Unser diesbeziigliches Material ist aber zu gering, um di: 
Frage zu entscheiden. 

Wohl das iiberraschendste Resultat unserer Untersuchung ist de: 
geringe Zusammenhang, den wir zwischen dem Schilddriisengewicht 
und dem Jodgehalt der Schilddriisen gefunden haben, der Befund, dai 
die Driisen aus zwei Landern im Gewicht ahnlich sein kénnen, obschon 
das eine Land (Osterreich) durchschnittlich viel jodreichere Driisen 
aufweist als das andere Land (Schweiz). Es scheint also, falls wir nicht 
durch Zufallswerte infolge zu geringen Materials irregefiihrt werden 
als ob der erhéhte Jodgehalt hier keine Verminderung des Driisen- 
gewichtes bewirkt habe. Das ist uns ein Fingerzeig dafiir, daB, wie schon 
Wegelin annimmt, das Kropfproblem wohl noch mit anderen Faktoren 
zusammenhangen diirfte, als nur mit dem Jodgehalt der Umwelt, bzw 
daB je nach den aéuBeren Umstanden, vielleicht Klimafaktoren, ein 
anderer Jodgehalt notwendig ist, um eine gewisse Herabsetzung des 
Schilddriisengewichts zu bewirken. 
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ZW In der vorhergehenden Arbeit habe ich eine Anwendung der ur- 

ein ‘priinglich von J. Bang! zur Mikrobestimmung von Fett empfohlenen 

des Oxydationsmethode beschrieben. Es handelte sich dort wm die Trocken- 
substanzbestimmung von Schilddriisen bzw. um die Bestimmung des 
SchilddriiseneiweiBes. Ich versuchte nun, zu berechnen, ob die Ver- 
brennung von EiweiB unter den gewiahliten Versuchsbedingungen 

FP. quantitativ bis zu CO, eifolge. Es zeigte sich, daB dies langst nicht 

en der Fall ist, daB bedeutend weniger Chromsiéure verbraucht wird, 

a als der vollstandigen Verbrennung entsprechen wiirde. Ich suchte mir 

and nun Rechenschaft zu geben, wie sich andere chemische Verbindungen 

nd dem Chromsaurereagens gegeniiber verhalten in der Hoffnung, dab 

len sich daraus da und dort Anwendungen fiir die Lebensmittelanalyse 

re und die Biochemie ergeben wiirden 

bei Obschon ja bei den meisten organischen Verbindungen bekannt 

d ist, ob und in welcher Weise sie durch Chromsaure angegriffen werden, 
ist diese Eigenschaft doch noch verhaltnismaBig selten zur analytischen 
Bestimmung herangezogen worden. 

en- Bedeutend alter als das Bangsche Fettbestimmungsverfahren ist 

im die Methode der Glycerinbestimmung von Legler. Eine Vorscbrift dafir, 
von Hehner stammend, findet sich bei Benedikt-Ulzer*. Danach wird 

el 2 Stunden mit Bichromat und Schwefelsiure gekocht und schlieBlich mit 

Le Ferroammoniumsulfat zuriicktitriert. Ferner ist eine Alkoholbestimmungs 

. methode von E. Martin® zu erwiahnen, welche auf der Oxydation des 

nd Alkohols zu Essigsiure und ebenfalls Riicktitration des tiberschiissigen 

<a ! Ivar Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, 4. u. 5. Aufl., 8. 38. 

3 J. F. Bergmann, Miinchen und Wiesbaden. 1922. 


2 Analyse der Fette und Wachse. 
“— 3 E. Martin, Chimie et Industrie, Quatriéme Congrés de Chimie 


Industrielle, 1925, S. 589. 
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Bichromats mit Ferroammoniumsulfat unter Tiipfeln mit Ferricyankalium 
beruht, nachdem bereits friihere Autoren! kolorimetrisch vorgegang: 
sind, indem sie aus der Farbanderung der Chromséure auf den Alkoh 


gehalt geschlossen haben. M. Martini und A. Nourrisson® haben di 
Methode von £. Martin insofern modifiziert, als sie zur jodometrischen 
Riicktitration iibergegangen sind. Sie empfehlen die Methode spezi 


zur Bestimmung des Alkoholgehalts von Essig. In Amerika soll laut Tages 
zeitungen die Methode in ihrer kolorimetrischen Form neuerdings dazu 
dienen, den Alkoholnachweis in der Ausatmungsluft von Personen zu er 
bringen, die eines Rausches verdachtig sind. 


Ich hielt mich bei meinen Untersuchungen stets an einen be 
stimmten Arbeitsgang. Wasserlisliche Stoffe werden in wisserige: 
Lésung, unlésliche Sauren als Alkalisalze, basische Stoffe eventuel] 
in schwefelsaurer Lésung angewendet. Bei in Wasser schwer léslichen 
in starker Schwefelsiure aber léslichen Stoffen, wie gewissen héheren 
Alkoholen kann die Substanz als solche mit einer Mikropipette ab 
gemessen werden. Fette werden mit alkoholischer Kalilauge verseift 
die gewiinschte Menge wird abgemessen und zur Vertreibung des Alkohols 
im ReaktionsgefaB selbst abgedampft. Ahnlich laBt sich bei unléslichen 
Proteinstoffen vorgehen. 


Die Konzentration der Lésungen wird am besten so gewahlt, dal in 
Kubikzentimeter einige Zentigramme der Substanz enthalten sind. Fii 
jede Bestimmung mit man mit einer genauen, in hundertstel Kubik 
zentimeter eingeteilten Pipette so viel Fliissigkeit ab, wie etwa 3 bis 6 mg 
Substanz entspricht. Man gibt die Fliissigkeit in einen 50-cem-Erlenmeye: 
kolben. Falls ein organisches Lésungsmittel, wie Alkohol, entfernt werden 
muB, kocht man iiber freier Flamme genau bis zur Trockne ab. Dam 
gibt man 10cem n/10 Bichromatlésung hinzu und gieBt vorsichtig unter 
Umschwenken aus einem Me8zylinder 20 cem konzentrierter Schwefelséur 
hinzu. Betrug die zu untersuchende Fliissigkeitsmenge mehr als 1 cen 
so vermehrt man die Schwefelsiuremenge entsprechend, indem man fiir 
jeden Kubikzentimeter wisseriger Lésung 2ccm Schwefelsiure nimmt 

Die Fliissigkeit nimmt einen braunlichgriinen bis olivgriinen Ton an; 
ist sie rein griin, so hat die Bichromatmenge nicht geniigt. Man setzt ent 
weder noch einige Kubikzentimeter Bichromatlésung und die doppelt 
Menge Schwefelséure hinzu oder wiederholt den Versuch mit wenige! 
Substanz. 

Nach !/, Stunde oder auch beliebig spater wird die Fliissigkeit in 
einen geréumigen Kolben gegossen und mit Wasser gut nachgespii!t 
Man verdiinnt auf 300 bis 350 cem, wobei man Brunnenwasser verwendet 
kann. Man lat einige Minuten stehen, bis keine Luftblasen mehr sichtba: 
sind, und setzt dann etwa 0,2g Kaliumjodid hinzu und schwenkt um. Das 
durch die tiberschiissige Chromséure in Freiheit gesetzte Jod wird nach 
etwa 2 Minuten tropfenweise mit n/10 Natriumthiosulfatlésung zuriick 
titriert. Den Stairkeindikator setzt man am besten erst gegen SchluB der 
Titration hinzu. Falls zur Riicktitration weniger als 2cem Thiosulfatlésung 


' Vgl. L. Roos, Annales des Falsifications 17, 410, 1924. 
2 Ebendaselbst 18, 235, 1925. 
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verbraucht worden sind, ist Gefahr vorhanden, daB der Chromsaureiiber- 
schuB8 zu gering war. Ein blinder Versuch gibt den Titer der Thiosulfat- 
losung an. 

Wie bekannt ist, verhalten sich die organischen Verbindungen 
verschieden gegeniiber Chromsaéure. Einige wenige Verbindungen, wie 
Essigsaure und Oxalsdure, werden nicht angegriffen, andere werden 
quantitativ zu CO, verbrannt, wieder andere werden partiell verbrannt 
unter Bildung von Essigsiure. Bei manchen Verbindungen stellt sich 
unter unseren Versuchsbedingungen kein genaues stéchiometrisches 
Verhaltnis ein. Es scheint, daB hier die Verbrennung etwas rascher 
vor sich geht, als die Bildung der Essigsiiure aus den zerfallenden 
Molekiilen, so daB eine Anzah! Molekiile verbrannt werden, bevor sie 
Gelegenheit zur Bildung der resistenten Essigsiure finden. Das Ver- 
hiltnis bleibt dabei dasselbe, ob viel oder wenig Material verbrannt 
wird. So fand man bei Propionséiure fiir 2mg 1,19, 4 mg 1,16 und 
6 mg 1,06 cem n/10-Chromsaure pro Milligramm. Bei lsovaleriansiure 
fand man fiir 1 mg 1,95, 2 mg 1,99, 3 mg 1,96 und 4 mg 1,89 cem n/10 
pro Milligramm. Die etwas niedrigeren Werte am SchluB der Reihen 
rihren davon her, daB die Substanzmenge bereits etwas zu groB ist 
im Verhaltnis zur Chromsiéure. 

Auch die Schwefelsiuremenge andert, falls sie innerhalb nicht allzu 
weiter Grenzen variiert wird, wenig am Resultat. So ergab Isovalerian- 
siure bei Verwendung von 12cem konzentrierter H,SO, 1,63, mit 
l6cem H,S0O, 1,91, mit 20cem 1,96 und mit 24cem 1,98 cem n/10 
Chromsaureverbrauch. Das Abweichen von 20°, nach oben und untea 
von der vorgeschriebenen Sauremenge dandert beinahe nichts am Re- 
sultat. 

In der Tabelle 1 bringen wir den Chromsaureverbrauch einer 
Reihe verschiedenartiger organischer Verbindungen. 

Von den Fettséuren wird die Ameisensiure quantitativ zu CO, 
verbrannt; die Essigsiure wird, wie bereits erwaihnt, nicht angegriffen. 
Bei der Propionsaure und Butterséure wird mehr Sauerstoff verbraucht, 
als der Bildung von Essigséiure entsprechen wiirde, und zwar bei der 
Propionsiure genau | Atom, bei der Buttersiure genau 0,5 Atome 
mehr. Ob dieser stéchiometrisch genaue UberschuB, dem wir auch 
beim Isobutylalkohol wieder begegnen werden, eine theoretische Be- 
deutung hat oder zufallig ist, habe ich vorlaufig nicht weiter untersucht. 

Bei den héheren Fettséuren werden die Verhaltnisse bereits recht 


kompliziert. Ich méchte bei anderer Gelegenheit naher darauf ein- 
gehen. 

Die Oxysaéuren, Apfelsiure, Weinséure, Citronensiure verbrennen 
alle quantitativ zu CO,. Oxalsiure wird nicht angegriffen, Bernstein- 
siure nur sehr wenig. 
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Tabe lle I. 


Chromsaureoxydation einiger Verbindungen 





Gefunden Berechnet Atome 
n/10 K, Cr, O; Entspricht n/10 KyCrmO; pro Molek 
pro mg pro mg verbrauc! 
Ameisensaure . . . 0,47 vollstand. Verbr 0.454 
Kssigsiure . . 0.0017 
Propionsaure - 1.08 1 Mol. Eg OS] 4 statt 
n-Buttersaure . . 1.68 Bo Bass 4 1.68 7.5 statt 
Isovaleriansaure . . 1.96 oe “ 1.96 
Apfelsiure . . ; O.896 volistind. Verbr. 0.895 
W einsaure ; 0.650 " ne 0.667 
Citronensaure . . . 0,845 0.857 
Oxalsiure. . . 0 
Bernsteinsaure 0,15 vollstand. Verbr. 1,19 
Traubenzucker . . 1,29 ™ ‘ 1.54 
Rohrzucker. . . 1,39 - " 1,40 
Milchzucker . . 1,29 - ‘ 1,54 
Greemm .... 1,48 if a 1,52 
Ss 1.36 - a 1,39 
Methylalkohol. . . 1.85 ‘a 1,87 
Athylalkohol . . . O87 1 Mol. Eg. 0.87 
Propylalkohol . . 1.54 .< . 1,67 
Isobutylalkohol . . 244 S = 2.16 9 statt S 
Isoamylalkohol 
(Garungsam ylalk. ) 1.51 S ps 2.50 
Dimethylathylen- 
carbinol .... 1,94 = 1,59 8.5 statt 7 
Benzoesaure .. . 2.59 vollstand. Verbr. 2,46 
Salicylsiure. . . 1,80 annah. vollst. Verbr. 2,03 
Glykokoll. . . . . 0,027 kaum angegriffen 0,80 
OS a 0,026 n ‘ 1,35 
re 1,94 annah. yollst. Verbr. 2,1 
Kieralbumin .. . 1,12 
Gelatine ..... 0.99 
Casein, techn... . . 1,08 
Gluten, Kleber, tech. 1,19 


Die léslichen Kohlehydrate und die mehiwertigen Alkohole werden 
alle quantitativ verbrannt. Von den einwertigen Alkoholen wird einzig 
der Methylalkohol vollstandig verbrannt. Athyl-, Propyl-, Isobuty! 
und Isoamylalkohol bilden je ein Molekiil Essigsiure. Bei Isobuty! 
alkohol wird indes genau ein Molekiil Sauerstoff mehr verbraucht 
als dieser Berechnung entspricht. Dimethylathylencarbinol scheint 
zwei Molekiile Essigsiure zu bilden, wobei aber auch wieder etwas 
mehr Sauerstoff verbraucht wird, als sich berechnet. 


Die aromatischen Sauren verbrennen gut, Benzoesdure quan 


titativ, Salicylsiure nahezu quantitativ. 

Die Aminosiuren Glykokoll und Alanin sind nahezu vollstandig 
resistent gegen Chromsaure; erstere verbraucht 3°, letztere 2°, di 
theoretischen Menge. Man mu®8 sich natiirlich fragen, ob dieser klein: 
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Verbrauch nicht etwa durch eine Verunreinigung vorgetauscht worden 
ist, ob die genannten Aminosduren nicht vollstandig unverbrennlich 
durch unser Reagens sind. Bei Tyrosin ist die Verbrennung sehr weit- 
yehend, aber nicht ganz quantitativ. 

Die EiweiBkérper geben etwas verschiedene Werte. Den niedrigsten 
Wert finden wir bei der glykokollreichen Gelatine. 

Die Anwendungsméglichkeiten der Oxydationsmethode sind zahl- 
reich. Vor allem eignet sie sich da, wo ein in kleiner Menge vorhandener 
Stoff bestimmt werden soll oder so wenig Material vorliegt. Ich méchte 
dies am Beispiel der Alkoholbestimmung in Essig zeigen. 

Von den Essigen wurden je 10 ccm destilliert, bis genau 6 cem iiber- 
gegangen waren. Die Oxydation wurde mit je 1 cem Destillat 5. com 


Essig vorgenommen. Img Athylalkohol entspricht 0,87 cem n/10 Bi- 
chromat. Man fand folgende Werte. 





n/10 K, Cr, 0, g Alkohol Vol.-° 
im Destillat in 100 com Alkohol 
Essig, weib 2.75 0,316 0,397 
Weimessig, weil 2.10 0,241 0.804 
re rot . : 4.55 0,522 0,645 
Essigsprit, unverdiinut 0.36 0.041 0.052 


Die Doppelbestimmungen gaben in allen vier Fallen apf den Tropfen 
dasselbe Resultat. Da wir bei der Bestimmung dreizifferige Zahlen haben, 
kann die zweite Dezimale des Resultats als sicher angesehen werden. Die 
Genauigkeit ist somit gréBer als bei der Berechnung des Alkohols aus dem 
spezifischen Gewicht. Das gilt natiirlich nur bei den niedrigen Gehalten; 
bei den héheren ist der Bestimmung des spezifischen Gewichts der Vorzug 
zu geben. Der Alkoholgehalt der Weine mag etwa die Grenze sein, wo 
sich die Oxydationsmethode noch bequem eignet?. 

Vorziiglich geeignet ist die Methode natiirlich auch zur Alkohol- 
bestimmung in alkoholfreien Weinen und anderen Fliissigkeiten, die 
auf geringen Gehalt an Alkohol zu priifen sind. 

Bei unseren Essigen haben wir auch die Reduktionswirkung direkt, 
d.h. vor der Destillation, bestimmt. Nach Feststellung des geeigneten 
Faktors lieBe sich daraus nach Abzug der fiir den Alkohol verbrauchten 
Chromséure der Extraktgehalt berechnen. Es wurde gefunden pro Kubik- 
zentimeter Essig: 





Gesamt- Abziuglich 
verbrauch Destillat 
an K,Cr,.0, n/10 KgCr,0; 

Essig, weiB . ... os 14,7 11,95 
Weinessig, weil ‘ eee 17.9 15.8 
. ee 11,5 6.75 
Essigsprit, unverdiinnt . , 3,62 3,62 
Essig-Essenz, unverdinnt . . 14,8 _ 


1 Vgl. E. Martin, |. c. 


Biochemische Zeitschrift Band 188 24 
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Uber die Echtheit der vorliegenden Piodukte geben wir kein 
Urteil ab. 

Unsere Oxydationsmethode eignet sich ferner zur Analyse von 
Mischungen von Methyl- und Athylalkohol iiberall da, wo der Methy!- 
alkohol in relativ groBer Menge vorkommt. Bei kleinen Methylalkoho! 
gehalten wird man eher zu einer kolorimetrischen Methode greifen 

Methylalkohol wird, wie unsere Tabelle zeigt, durch unsere Chron 
séuremischung quantitativ zu CO, verbrannt und braucht dabei pro 
Milligramm 1,87 ccm n/10 Bichromat, wahrend Athylalkohol nur zu 
Essigsiure oxydiert wird und dabei 0,87 cem verbraucht. 

Das spezifische Gewicht der beiden Alkohole ist sehr Ahnlic! 
Wenn der Gesamtalkohol aus dem spezifischen Gewicht nach de: 
Athylalkoholtabelle ermittelt ist und man den Chromsaureverbrauc! 
pro Milligramm des Alkoholgemisches bestimmt, so laBt sich der Methy! 
alkoholgehalt leicht berechnen. Man kann dafiir die allgemeine Forme! 


100 
aufstellen: WM - D (n —a), wobei D = Differenz zwischen dem 
Chromsaureverbrauch der beiden vorhandenen Stoffe, in n/10 ccm 
pro Milligramm ausgedriickt, in unserem Falle also 1,87 — 0.87 = 1,00), 
n == Gefundener Chromséureverbrauch pro Milligramm, a — Chrom 


siéureverbrauch pro Milligramm Athylalkohol — 0,87. 
Vereinfacht lautet die Forme! in unserem Falle: M = 100 (n — 0,87) 
Es wurden Mischungen von Methyl- und Athylalkohol gepriift, wm 


die ungefahre FehlergréBe zu ermitteln. Man stellte sich Mischungen bx 
stimmter Gewichtsmengen der beiden Alkohole her und fand folgende Wert: 


Gewichtsteile Methylalkohol . . . 40 60 80 
Gewichtsteile Athylalkohol ‘e-a@. 8 ee Oe 8s 60 40 20 
ecm n/10 K,Cr,O, pro Milligramm Mischung - 1,28 1,43 1,675 


abziiglich 0.87 O87 O87 

0.41 0.60 OL805 
somit ist der Methylalkoholgehalt . . - 41% @ 80,5 
ee 2... eC OLee oe ace. Se we oe ee a bb 0° 0.5 

Der Fehler wiirde sich bei unbekannten Mischungen etwas vergréBern, 
da der Gesamtalkoholgehalt aus der Athylalkoholtabelle entnommen 
werden miiBte, was nicht absolut richtig ist. Jedenfalls ist die Method: 
brauchbar, um den ungefihren Methylalkoholgehalt zu ermitteln. 

Genau in gleicher Weise kann man nun iiberall da vorgehen, wo 
zwei bekannte Verbindungen, deren Summe bekannt ist, nebeneinande! 
bestimmt werden sollen, falls ihr Chromséureverbrauch stark differiert 
Die Berechnung erfolgt dann nach der oben gegebenen allgemeinen 
Formel. 

Die Méglichkeit, die Oxydationsmethode zur Extraktbestimmung 
zu verwenden, wurde bereits erwaihnt. Ich bestimmte den Extrakt in 
einigen Proben Tee nach diesem Verfahren. 
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kei Je 2g Tee wurden nach der Vorschrift des schweizerischen Lebens- 
ttelbuches mit 200 cem siedendem Wasser tibergossen und nach 3 Minuten 
ingem Ziehen abgegossen. Die Oxydation erfolgte mit je 2,5 cem Fliissigkeit, 
itsprechend 25mg Tee. Die Berechnung geschah unter der aus den 
hyl- \nalysen selbst sich ergebenden Annahme, da 1 mg aschefreier Tee- 
ho] extrakt 1,37 cem n/10 Bichromat verbraucht Unsere Werte sind: 





on Aschentreier nfl0 com Aschenfreier 
. Bezeichnung Extrakt K, Cr, O, Extrakt daraus 
direkt bestimmt | fiir 25mg Tee berechnet 


- lee Ceylon Pekve gan 17,90 6.15 18,0 

lee Souchong pur China .. . ; 11,32 wh) 10,95 
lee verfalscht, Ziegeltee u. extrahiert 9,82 
lee verfalscht. Teeabfalle . ; ; 8.54 


> 
o> 

3.38 O87 
2.9% SDD 


Weitere Anwendungsméglichkeiten der Methode kénnten sich in 
der Serologie und Immunitatsforschung finden lassen, wo es sich darum 
mel handelt, den EiweiBgehalt einer Lésung kennenzulernen, von der mu 
wenig Material vorhanden ist, oder wo der Gehalt einer Bakterien- 
iufschwemmung bestimmt werden soll. Ich habe mich tiberzeugt, 
cm daB PreBhefe mit Leichtigkeit durch unser Chromsiéurereagens ver- 
mM), brannt wird, und dasselbe wird auch fiir Bakterien der Fall sein. Man 
ond kann sich also mit wenigen Milligrammen Material und in kiirzester 
Zeit Rechenschaft tiber den Gehalt geben, vorausgesetzt, daB der 
Nahrboden quantitativ entfernt ist. Solche Aufschwemmungen sollte 
um man aber nicht etwa eintrocknen lassen, da sonst die Verbrennung 


7) 


be weniger leicht erfolgen diirfte. 

Da Essigsiure nicht angegriffen wird, kénnen alle méglichen mit 
Bleiacetaten fallbare Kérper bestimmt werden, sei es, daB man den 
Chromsaéureverbrauch vor und nach der Ausfallung bestimmt oder 
daB man die Bleisalze mit Schwefelséure zersetzt und die Lésung in 
Reaktion bringt. 

Ferner lieBe sich etwa bei auf biologischem Wege entstandenen 
fliichtigen Saéuren rasch feststellen, ob Essigsiure vorliegt bzw. ob sie 
einen wesentlichen Teil der Sauren ausmacht. 
en Nachstens hoffe ich iiber Anwendungen der Methode in der Fett- 
de analyse berichten zu kénnen 


vO Zusammenfassung, 

- Die Verbrennungsmethode organischer Verbindungen mit Bi- 

chromat und Schwefelsiure, welche der Bangschen Mikrofett bestimmung 

- zugrunde liegt, wurde auf eine Reihe von Verbindungen angewendet. 
Es werden Vorschlige gemacht, die Methode in der Lebensmittelchemie 

is und Biochemie da und dort anzuwenden. 








Die Rolle der Lunge im intermediiren Stickstoffwechsel. 


Il. Mitteilung: 


Der Gehalt an Gesamt- und Reststickstoff im rechten Herzen und im arteriellen 
Blute in der Norm und nach intravenéser Seruminjektion. 


Von 
A. M. Tseharny (Charkow). 


[Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizinische: 
Instituts zu Charkow (Ukraine). ] 


(Eingegangen am 9. Juli 1927.) 


Nach der allgemein herrschenden Ansicht findet in der Lung 
der Gaswechsel statt. 

In den Arbeiten von Krogh, Piliiger, Bohr, Zuntz und Léwy sind di: 
Fragen nach dem Wesen dieses Gaswechsels, nach dem Vorhandensein 
einer ,,Gasdriise** mit sekretorischen Funktionen, sowie nach dem Vor- 
herrschen von Diffusionsprozessen in sorgfailtiger Weise experimentel! 
bearbeitet worden. 

Infolge der Bedeutung dieser Probleme ist jedoch ein andere: 
Gegenstand auBer acht gelassen worden: Die Méglichkeit einer Meta- 
morphose von verschiedenen organischen Stoffen in den Lungen. 


In manchen Abhandlungen findet sich ein Hinweis darauf, daB div 
Lunge auch im Metabolismus eine gewisse Rolle spielt. So zeigte seinerzeit 
Schmiedeberg, daB das mit Benzylester und Salicylaldehyd vermischt: 
Blut bei der Durchstrémung der isolierten Lunge die Bildung von Benzoe 
siure hervorruft. Am eingehendsten ist die Anteilnahme der Lunge be 
der Speicherung oder Verarbeitung von Fetten oder Lipoiden aufgeklart 
worden. 

Die experimentellen und histologischen Untersuchungen von Roy 
und Binet ergaben, daB die Lunge an der Speicherung sowie an der Ver 
arbeitung der Fette beteiligt ist (lipopektische und lipodiaretische Lungen 
funktion). Abelous und Soula betonen die Mitwirkung der Lunge an de: 
Cholesterinretention. Die Gegenwart von Glycerophosphatase weist aut 
die Méglichkeit einer Lecithinspaltung in der Lunge hin (Miiller). SchlieBlic! 
zeigen die Forschungen von S. Leites iiber den Fett- und Lipoidstoffwechs: 
die Méglichkeit einer Lecithin- und Cholesterinspaltung in der Lung: 
Die verhaltnismaBig groBe Anzahl von Arbeiten iiber die Beteiligung de: 
Lunge am Fettmetabolismus ist wahrscheinlich durch ,,die besondere: 
anatomischen Verbindungen zwischen der Lunge und den Verdauungs 
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ozessen** (Roger) hervorgerufen worden: Die Kohlehydrate und Eiweil 
.bbauprodukte gelangen vorerst in die Leber, waihrend die Lunge die erste 
Etappe bildet, zu der die Fette, Lipoide bzw. ihre Spaltungsprodukte 
velangen. Die qualitative Analyse des venésen und arteriellen Blutstickstoffs 
gestattet es andererseits, die Bedeutung der Lungen im organischen Stoff- 
wechsel festzustellen. Aus den Befunden von Bogendorfer und Nonnenbruch 
cing hervor, daB das vendése Menschenblut in der itiberwiegenden Mehrzahl 
er Falle mehr Erythrocyten und Gesamteiwei8 enthalt als das arterielle. 
Béhme und Schwenker, sowie Brunetti und Elek weisen gleichfalls auf den 
erhéhten EiweiBgehalt des venédsen Blutes im Vergleich zu dem des 
arteriellen hin; die letztgenannten Autoren finden jedoch keinen Unter- 
schied im Reststickstoffgehalt des venésen und arteriellen Blutes. Hdbler 
konnte andererseits eine konstante Zunahme des Reststickstoffs im vendsen 
Blute im Vergleich zum arteriellen Blute feststellen. Da nun das arterielle 
Blut bekanntlich mehr Chloride enthalt, die Ergebnisse dieser Autoren 
aber nicht auf den Trockenriickstand bezogen angefiihrt wurden, so bleibt 
liese Frage im allgemeinen noch ungeklart. 


Die erwahnten Angaben veranlassen uns, die mit der Lunge ver- 
bundenen Stickstoffwechselprozesse, sowie den Zusammenhang zwischen 
Stickstoffwechsel und den am Endmetabolismus teilnehmenden Organen 
zu erforschen. 

Eine der iiblichen Methoden, die das Studium der angeschnittenen 
Fragen erméglicht, ist die Bestimmung des Stickstoffs im Blute des 
rechten Herzens und der Arterie, d. h. im zu- und abflieBenden Blute 
der Lunge. 

In dieser Richtung fiihrten wir 17 Versuche aus. 


Methodik. 


Die Stickstoffbestimmung erfolgte bei den Versuchstieren (Hunden) 
auf Grund der Bangschen Mikromethode mittels acidimetrischer Titration 
nach Pregl im Blute des rechten Herzens und der Arteria femoralis. Das 
unmittelbar in die Lunge eintretende Blut stammt vom rechten Herzen, 
wihrend das abflieBende Blut das arterielle ist. Nach Freilegung de: 
Arteria femoralis des auf dem Operationstisch festgebundenen Hundes 
wurde mit Hilfe einer langen, diinnen Nadel, die in den dritten Zwischen 
rippenraum lings der Linea parasternalis dextra eingefiihrt war, Blut 
entnomumen. 

Als Beweis, daB gerade das rechte Herz getroffen wurde, dienten die 
mit den Nadelschwankungen synchronischen Herzoszillationen, sowie das 
Auftreten des vendsen Blutes in der Nadel. Es mu betont werden, dal 
wir an den Herzen der Hunde, denen mehrmals Blut entnommen wurde, 
keine pathologischen Verainderungen beobachten konnten. Fast gleich 
zeitig mit der Blutentnahme aus dem rechten Herzen erfolgte auch die 


jenige aus der Arteria femoralis. 

Bei der Seruminjektion ins Blut wurde die Methodik etwas abgeandert: 
Nach der Blutentnahme aus dem rechten Herzen und der Arterie zur Fest- 
stellung der Norm wurden in die Vena jugularis 5 cem Pferdeserum ein 
gefiihrt, wobei gleichzeitig mit der Einfiihrung in die Vena jugularis und 
im Verlauf der Injektion Blut aus der Arteria femoralis entnommen wurde. 
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5 Minuten spater wurde das Blut wieder aus dem rechten Herzen und d 
Arteria femoralis entnommen. Um den EjinfluB der Versuchstechnik a 
das Verhalten des Stickstoffs zu ermitteln, haben wir einen Kontrollversu: 
mit Einfiihrung von Ringer-Lockescher Fliissigkeit ausgefiihrt. 


Versuch XII. 











Rechtes Herz Arteria femoralis 
RestsN Gesamt-N Rest«N Gesamt-N 
in mg in ‘ ip Mg in 
: ag | 45.4 3.0 41.4 3,0 
Norm (204) (15.7) (196) (15.3) 
Wahrend der Injektion von {| 41.4 2.97 
10cem Flissigkeit | (196) (15,0 
Fiinf Minuten nach der Ein- | 44.0 3.17 39.7 3,18 
fihrung | (210) (15,7) (186) (14,5) 


Die in Klammern angefiihrten Zahlen entsprechen dem Prozentgehalt an trockenem Rickstand 


Die Versuchsanordnung an und fiir sich ruft, wie ersichtlich, kein 
Veranderungen im Verhalten der Stickstoffprodukte des Blutes hervor 

Die Ergebnisse unserer Versuche in bezug auf den normalen Gehal! 
an N-Stoffen in dem von der Lunge zu- und abflieBenden Blute sind in de: 
Tabelle I angefiihrt. 


Tabelle I. 





Rechtes Herz Arteria femoralis Zunahme 
oder Ab-« 
Nr. : _ mabme d 
der Rest-N Ges ResteN Rest«N Ge- Rest-N ss RestsN Bemerkung 
Hunde in samt+«N in °') Ges in samt-N |in°', Gee im Blute 
mg? in %J9 samt«N mg? 9 in saints? 
1 43.3 2,29 1.89 36,7 2,30 160 -+ 18,0 
(184) | (12,1) 1,52 (158) (9,97) 1,68 +- 16.4 
2 44.9 2,77 1.62 41.4 2.60 1.60 i g4 
(207) (13,4) 1.54 (188) (12,7) 1,48 + 10.1 
3 43.4 2.61 1,66 52.8 3A 5 1,73 17.8 Der Versuct 
(151) (10.7) 1.69 (240) (11.7) 1.79 13.8 aS. . i 
vi ‘ wr | ‘ ba ‘- an wiederhoilt und 
4 47.4 2,84 1,67 41,0 2.45 1,66 + 15,6 ergab dieselber 
(238) | (12,7) 1,86 (192) (11,0) 174 + 24,0 — Resuitate. 
5 48,0 2,50 1,92 49.5 2.49 1,69 + 18.5 
(240,0) (11,0) 2,18 (199) (10,8) 1.76 + 26.3 
6 37,0 3,16 1,17 35,0 2.65 132 + 6,7 
7 44.0 3.0 1,46 41.6 3,0 1,38 + 5,7 
(198) (12.9) 1,53 (187) (13,1) 142 + 58 
be 37,3 2,31 1,61 46.4 2.35 1.97 19.6 
(206) (13,2) 1.56 (249) 12.1 2.0 — 183 
9 43,1 2,65 1,62 38,4 2,58 148 + 12,0 


10 50.0 2.45 2.04 41.0 2.16 199 | +219 





(236) (10,9) 2,17 (192) | (9,24) 207 
11 54,0 2.66 2,038 40.8 2.40 1,70 { 
(218) (10,8) 2.01 (172) (9.9) 1.72 || + 26,7 


(Die Zahlen in Klammern zeigen den Prozentgehalt des trockenen Riickstandes an.) 
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Wie sich aus den angefiihrten Daten ergibt, zeigen von elf Versuchen 
un ein tibereinstimmendes Verhalten. Der Gehalt an Gesamt-N im Blute 
s rechten Herzens unterscheidet sich nur wenig vom arteriellen; die 
erechnung auf den Trockenriickstand ergab in einigen Versuchen eine 
esamt-N-Steigerung im venésen Blute, in anderen im arteriellen Blute. 


Die meisten Experimente gestatten jedoch, eine Tendenz zur Zunahme 


es Gesamt-N im Blute des rechten Herzens festzustellen. 
Andererseits ist die Steigerung des Rest-N im vendésen Blute ziemlich 


stark ausgedriickt. Mit Ausnahme von zwei Fallen kann man eine konstante 


Zunahme des Rest-N im vendsen Blute beobachten. 


Tabelle 11. 





Nr Rechtes Herz Arteria femoralis 
—. Rest-N Gesamt«N Rest-N Gesamt«N 
u 
m mgr” » in in mg in 
13 Norm . , 41.0 2.61 37.6 2.58 


Wahrend der Injektion von 
Pferdeserum . . 38.0 2.50 


5 Minuten nach der Ein- 


fiihrung. . -— 60.5 2.64 42,4 2,47 
14 Norm . = 37.0 3.0 36.0 2.70 
Wahrend der Injektion. . -- 37.0 2.64 
5 Minuten nach der Ein- 
fiihrung . * tei ah 68.0 3.16 41.5 3.0 
15 Norm 44.4 2.69 40.9 2.42 
(186) (11.0) (166) (10.9) 
Wahrend der Injektion. —_ 38,2 2.64 
(165) (11.0) 
5 Minuten nach der Ein- 
fiihrung. .. ; ‘ 54 2.83 42.0 2.64 
(228) (11,7) (175) (11,07) 
16 Norm .. 43,2 2.44 37.9 2.32 
Wahrend der Injektion. . 38,0 2,40 
5 Minuten nach der Ein- 
faihrung . oe 48.6 2.56 34.6 2.18 
17 Norm . 42.6 2.37 42.5 2.17 
(220) (12.3) (210) (12.0) 
Wahrend der Injektion von 
5eem Hundeserum 41.5 2.25 
(213) (12.9) 
5 Minuten nach der Ein 
fihrung. .... 41,7 2.31 41.0 2.10 
(223) (11,7) (220) 11,9) 
18 Norm .. 38.3 2.69 36,0 2.58 
Wahrend der lajektion von 
Pferdeserum . . ee 36.0 263 
5 Minuten nach der Ein- 
fihrung . . 44.6 2.69 40,7 2.56 
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Im allgemeinen variiert der Reststickstoffgehalt im Hundeblut 
der Norm von 37 bis 48 mg-°%. Es mu8 jedoch betont werden, dab 
Resultate nicht ganz eindeutig sind; so haben wir in einzelnen Versuch 
(Hund Nr.3 und 8) entgegengesetzte Ergebnisse erhalten, d.h. me! 
Reststickstoffprodukte in der Arterie als in der Vene. Die Zahlen de) 
beiden letzten Versuche, 50 und 57 mg-°, im rechten Herzen, sind gleich 
falls nicht ganz befriedigend. Obgleich noch héhere Werte fiir Reststickstofi 
im peripheren Venenblute von Hunden angefiihrt werden (im Durchschnitt 
71 mg-°, nach Hdbler), haben wir im Verlauf unserer weiteren Arbeit an 
einem groBen experimentellen Material niemals solche Befunde erheb: 
kénnen. Wir vermégen nur festzustellen, daB das der Lunge zuflieBend 
Blut in der Norm mehr Reststickstoff enthalt als das abflieBende; unte: 
gewissen Bedingungen kann diese Steigerung sehr bedeutend sein. Es 
stellte sich daher die Notwendigkeit ein, eine kiinstliche Azotaimie i: 
Blute hervorzurufen, um die Mitwirkung der Lunge an der Retentio: 
der intermediiren N-Stoffwechselprodukte leichter zu ermitteln. Zu diese: 
Zwecke wurde den Hunden Pferdeserum in die Vena jugularis injiziert 
Tabelle II zeigt die erhaltenen Ergebnisse an sechs Tieren. 

Wie ersichtlich, lieferte die Einfiihrung von Pferdeserum folgen« 
Resultate: Der Reststickstoffgehalt der Arterie ist im Augenblick der Serun 
injektion entweder unveraindert oder sogar etwas erniedrigt. 5 Minute: 
spaiter aber finden bereits neue Wechselbeziehungen im Blute statt. D 
nach parenteraler Seruminjektion auftretende Azotéimie gestattet, ein 
mehr ausgepragte, stickstoffspeichernde Funktion der Lunge festzustellen ; 
es kann hierbei eine bedeutende Zunahme des Rest-N im Blute des rechter 
Herzens (28 bis 63 mg-°;,,) in verschiedenen Versuchen stattfinden, wahren:| 
die Menge des Gesamt-N fast unverandert bleibt. 


Wir kénnen somit konstatieren, daB nach der Injektion von hete 
rogenem Serum Bedingungen fiir das Auftreten einer erhéhten Rest 
stickstoffmenge im Venenblut geschaffen werden. Diese Stickstoff 
produkte kénnen wahrend der ersten 5 Minuten das Lungenfiltrations- 
system nicht passieren. Am Morgen bleibt bei demselben Tiere die 
Menge des Rest-N im Blute des rechten Herzens und der Art. femoralis 
wie in der Norm unverandert. 

Auf Grund der angefiihrten Tatsachen lassen sich folgende Schlub- 
folgerungen ziehen: 

1. Im arteriellen, von der Lunge abflieBenden Blute von Hunden 
laBt sich in der Norm nunmehr eine mehr oder weniger ausgeprigte 
Abnahme des Rest-N im Vergleich mit dem der Lunge zuflieBenden 
Blute des rechten Herzens feststellen. 

2. Diese Abnahme des Rest-N im arteriellen Blute im Vergleich 
mit dem Blute des rechten Herzens tritt noch deutlicher hervor nach 
der durch Heterogen-Seruminjektion hervorgerufenen Zunahme des 
Rest-N im rechten Herzen. 


3. Es muB betont werden, daB der Gesamt-N im arteriellen Blute, 
im Vergleich mit dem rechten Herzen, eine gewisse Tendenz zur Ab- 
nahme besitzt. 
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4. Die angefiihrten Befunde berechtigen zu dem SchluB, daB in 
er Lunge eine Retention von N-Stoffen aus der Gruppe des Rest- 
stickstoffs stattfindet 

Ich halte es fiir meine Pflicht, Herrn Dr. S. Leites fiir seine Hilfe 
bei dieser Arbeit meinen innigsten Dank auszusprechen 
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Die Rolle der Lunge im intermediiren Stickstoffwechsel. 


Il. Mitteilung: 


Reststickstoffgehalt des von der isolierten Lunge ab- und zuflieBenden 
defibrinierten Blutes. 


Von 
A. Tscharny und 8. Krassowitzkaja (Charkow). 


[Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizinische: 
Instituts zu Charkow (Ukraine).] 


(Eingeqangen am 9. Juli 1927.) 


In der vorhergehenden Mitteilung hat der eine von uns (A. T'scharny 
nachgewiesen, daB das Blut des rechten Herzens bedeutend meh: 
N-Stoffe aus der Gruppe des Reststickstoffs enthalt als die Arteri: 
Diese Substanzen werden im Lungensystem angehauft, woraus man 
auf die stickstoffspeichernde Funktion der Lunge sehlieBen konnt« 
Die weitere Aufgabe bestand nun in der Bestatigung der erhaltenen 
Ergebnisse in vivo, an der isolierten Lunge, nur waren gewisse Mo 
mente, die in vivo die speichernde Funktion der Lunge hatten b 
einflussen kénnen, auszuschlieBen. Zu diesem Zwecke haben wir fiinf 
Versuche an isolierten Hundelungen ausgefiihrt. Die Methodik war 
wie folgt: 

Entblutung des Hundes durch die Arteria und Vena femoralis. Det 
brinierung des Blutes und Filtration, um das Gerinnsel abzutrennen. Darau/ 
Isolierung des Herz-Lungensystems. Verbindung einer mit dem Mariottscher 
System zusammenhangenden Kaniile mit der Arteria pulrmonalis. Die ander 
bedeutend weitere Kaniile wurde in den rechten Vorhof eingefiihrt und a 
der Miindung der Lungenvener befestigt. Das Herzpraiparat wurde alsdam 
herausgenommen und in den Brutschrank bei 38 bis 39° gebracht. D 
Lunge wurde ein- bis zweimal vermittelst Spritze durchgespiilt, um das 
Blutgerinnsel zu entfernen. Das Mariottsche Gefa8 wurde mit defibrinierte: 
Blute desselben Hundes gefiillt und das Blut bei geringem Offnen «i 
Ventils langsam durch die Lunge hindurchgelassen. Im ab- und zuflieBende: 
defibrinierten Blute wurde der Reststickstoffgehalt nach Acél bestimmt 
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le Zahl stellt das Mittel aus zwei Kontrollproben dar, deren Unterschied 
der Kolorimeterteilung im Maximum -+ 0,5 betrug. Die Ergebnisse 
serer Versuche finden sich in den folgenden Protokollen 


Protokoll /. 
Entblutung des Hundes. Blutdefibrinierung. Die Lunge zweimal durch 
Spritze mit Ringe r-Locke scher Fliissigkeit durchgespilt 
[2b Defibriniertes Blut durchgelassen 
12 der Gehalt an Rest-N in dem den Lungen zuflieBenden 
defibrinierten Blute betragt .. . . — , ‘ 40 mg 


12 18’ die I. Portion des abflieBenden Blutes. Reststickstoff- 


it. «2 « = + em ww <ie A ; 16 
2 53’ II. Portion, Restickstoffgehalt 21 
2 I. - 9 , 38 
2 30’ IV. - - . 27 
3 35 ’ 


Protokoll 11. 


Entblutung des Hundes. Defibrinierung des Blutes. Die Lunge zweima! 
mit Hilfe einer Spritze mit Ringer-Lockescher Fliissigkeit durchgespiilt 


11h Defibriniertes Blut durchgelassen 

1] der Gehalt an Rest-N in dem den Lungen zuflieBenden 
Gelpeeeesens To wc ete ttt th es 41,4 mg 

11 15’ die I. Portion des abflieBenden Blutes, Rest-N-Gehalt . 26,0 

11 30’ Il. Portion, Rest-N-Gehalt .... . a . 37,5 

11 50’ IIl. és ™ Se . 33,5 

Is 30’ IV. ost o” ; Pio « . 28,5 

130’ V. ~ es i ae i + oe 

2 Vi. - - i ani eS & . » Ba_8 

1 30’ Kontrolle des zuflieBenden Blutes, Rest-N-Gehalt . . . 40,5 ,, 


Protokoll 111. 

Entblutung des Hundes. Defibrinierung des Blutes. Die Lunge nicht 
durchgespiilt. 

11550’ Defibriniertes Blut durchgelassen. 


11 50’ der Gehalt an Rest-N in dem den Lungen zuflieBenden 


Blute : , nts : 42.4 mg-% 
12 20’ die I. Portion des abflieBenden Blutes, Rest-N-Gehalt . 37,0 — ,, 
12 50’ II. Portion, Rest-N-Gehalt ..... a ee - 
1 20’ III. oa ~ eo Pg SS 
1 40’ IV. ” ilies sen ei ae we ee ee 


2 af i ™ rn es ee eS oe ee 


” 
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Protokoll IV. 


Entblutung des Hundes. Defibrinierung des Blutes. Die Lunge zwei) 
vermittelst Spritze mit Fliissigkeit durchgespiilt. 


10h Defibriniertes Blut durchgelassen. 
10 der Gehalt an Rest-N in dem der Lunge zuflieBenden 
Blute se AY ae ee a fe - ee — 41.3 mg 

10 30’ die I. Portion des abflieBenden Blutes, Rest-N-Gehalt 29.6 

11 10’ II. Portion, Rest-N-Gehalt 27.5 

11 30° Ill. ee 7 25.0 

12 IV. fm oe ~~ or 35.0 

12 30’ =CWVVV« sl a 40.0 

l VI. ™ re Sg i 40.0 

11 30’ Kontrolle des zuflieBenden Blutes, Rest-N-Gehalt ; San 


Protokoll V. 


Entblutung des Hundes. Defibrinierung des Blutes. Die Lunge nich 
durchgespiilt. 


12h30’ Defibriniertes Blut durchgelassen. 
12 30 der Gehalt an Rest-N in dem der Lunge zuflieBenden 
Blute ... : ed Fin ‘ 7 40.5 mg 

l die I. Portion des abflieBenden Blutes, Rest-N-Gehalt 28,5 

2 ll. Portion, Rest-N-Gehalt ..... 1% : 33,3 

2 30’ Ill. os ” ' <¢ 30,0 

3 IV. os * <— 25.0 
330’. CV... a - ' ; 32,4 

3 Kontrolle des zuflieBenden Blutes, Rest-N-Gehalt . . . 40,0 


Bei der Betrachtung der an isolierten Lungen erhaltenen Ergebniss: 
ist folgendes festzustellen: 

In allen Versuchen ist der Gehalt an Rest-N im abflieBenden Blut 
immer geringer als im zuflieBenden beim Passieren des defibrinierten Blutes 
des Tieres durch seine isolierte Lunge. 

Diese Abnahme 1laBt sich ziemlich lange, wahrend einiger Stunden, 
beobachten und hangt nicht davon ab, ob die Lunge vor dem Versuch 
durchgespiilt wurde oder nicht. Die Erniedrigung des Rest-N im ab 
flieBenden Blute hangt auch nicht mit den im zuflieBenden Blute statt 
findenden Veranderungen zusammen, denn Kontrollversuche ergaben bei 
qualitativer Bestimmung im zvuflieBenden Blute ahnliche Zahlen wie an 
Anfang des Versuchs. 

Auf Grund des oben Gesagten kann man schlieBen, daB die N 
Stoffe bei ihrem Durchgang durch die Lungen immer angehauft werden 
worin eine Bestatigung der stickstoffspeichernden Funktion det 
Lunge zu erblicken ist. 











Uber die Wirkung groGer Mengen Eisens. 


I. Mitteilung: 
Uber die Wirkung des Eisens auf die Knochenentwicklung. 


Von 
K. Waltner. 


(Aus der Kinderabteilung des Johns-Hopkins-Hospital Baltimore und der 
ungarischen Universitats-Kinderklinik Szeged.) 


(Eingegangen am 11, Juli 1927.) 


Rachitisahnliche Knochenveranderungen wurden experimentell 
wie bekannt — bisher auf folgenden Wegen hervorgerufen: Durch Diaten 
mit ungeniigendem Phosphor- und iiberreichlichem Kalkgehalt, durch 
Diaiten mit geniigendem Phosphor- aber ungeniigendem Kalkgehalt, 
durch Thalliumverfiitterung, durch Strontiumverfiitterung. Die infolge 
eines Phosphor- oder Kalkmangels entstehenden Kalzifikationsstérungen 
kénnen auf denselben Wegen beeinfluBt werden, wie die menschliche 
Rachitis: mit Vitamin D (bestrahltes Ergosterin) oder mit vitamin-D- 
haltigen Substanzen, wie Lebertran, Eigelb, mit ultravioletten Strahlen 
(Sonnenbestrahlung, Quarzlampebestrahlung). Die sogenannte Stron- 
tiumrachitis ist durch Lebertran nicht beeinfluBbar. Ob die durch 
Thalliumvergiftung hervorgerufenen Knochenveranderungen mit anti- 
rachitisch wirkenden Substanzen ansprechbar sind oder nicht, dariiber 
fehlen noch experimentelle Erfahrungen. 

Wir méchten im folgenden iiber einen neuen Weg zur Erzeugung 
einer experimentellen Rachitis berichten. Rachitisdhnliche Knochen- 
veranderungen kénnen an Albino-Ratten und Kaninchen auch so hervor- 
gerufen werden, daB man an die Versuchstiere, die mit einer nicht rachi- 
togenen Diat ernahrt werden, groBe Mengen von Eisen verfiittert. 


Ein Monat alte Ratten wurden entwéhnt; zu der Mc Collumschen 
Stockdiat wurden 2°, Ferrum reductum gemischt und die Tiere auf 
dieses Gemisch gesetzt. 


Die McCollumsche Stockdiaét besteht aus 25°, Weizen, 25°, Mais, 
29.5% Hafer, 10°, Leinsamenkuchen, 10°, Casein, 0.5°, CaCO,. Sie 
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enthalt eine entsprechende Menge von Phosphor, ihr Kalkgehalt ist zw 

niedrig, reicht aber zu einem ungestérten Langenwachstum und zu ei: 

als normal zu betrachtenden Knochenentwicklung aus. Ihr Vitamin-.\ 
Gehalt geniigt dazu, die Tiere vor Xerophthalmie zu schiitzen. Das Nal 

gemisch wird in verschiedenen Laboratorien zur Fiitterung der Brutti: 

henutzt. 

Wenn dieser Diat 2°, reduziertes Eisen beigemischt werden, zeigen 
die damit ernahrten Tiere nach Ablauf von etwa 4 Wochen aus 
gesprochene rachitische Knochenveranderungen. 

Wir unterscheiden nach P.G. Shipley zwei Typen der exper 
mentellen Rachitis: die infolge eines Phosphormangels der Diat ent 
stehende Rachitis und die infolge eines Kalkmangels der Diat ent 
stehende Rachitis. Beide Formen sind von charakteristischen bhut 
chemischen Veranderungen begleitet. Die durch Phosphorentziehung 
hervorgerufene ist mit einem niedrigen anorganischen Phosphorgeha!t 
und einem normalen Kalkgehalt des Serums vergesellschaftet. Di 
durch Kalkentziehung erzeugte Rachitis ist durch einen niedrigen 
Serumkalkgehalt und einen normalen Serumphosphorgehalt charak 
terisiert. Das erstere blutchemische Bild ist in der menschlichen Patho 
logie fiir Rachitis, das letztere fiir Tetanie kennzeichnend. Die durch 
Stockdiit + 2°, Ferrum reductum hervorgerufene Rachitis ist von 
einem niedrigen Serumphosphatgehalt begleitet. Der Serumkalk 
gehalt entspricht jenen Werten, die Tiere mit der Stockdiaét ohn 
Eisenzugabe ernahrt zeigen. Auch das histologische Bild ist jenem 
entsprechend, welches wir bei der durch Phosphorentziehung erzeugten 
Rachitis vorfinden. 

Die Eisenrachitis konnte auch an Kaninchen erzeugt werden, und 
auch diese Tiere zeigen die die menschliche Rachitis kennzeichnenden 
Veranderungen des Blutchemismus, das heiBt erniedrigte Phosphor- 
und unverainderte Kalkwerte. 

Bei der Registration dieser Versuchsresultate entstanden vor 
allem folgende drei Fragen: 1. Wird die Eisenrachitis einfach dadurc! 
verursacht, daB das Eisen im Darmkanal der Versuchstiere Phospho 
bindet und dadurch die Diat, die urspriinglich eine entsprechende 
Menge von Phosphor enthalten hat, zu einer phosphordefizienten wird 
2. Kann die Eisenrachitis auch durch Verfiitterung von Eisensalzen 
hervorgerufen werden? 3. Was fiir eine Wirkung entfaltet reduziertes 
Eisen, wenn es einer phosphor- bzw. kalkarmen Diat beigemiseh 
wird ? 

Die Versuche, die auf diese Fragen antworten sollen, sind in dit 
folgende Tabelle gruppiert. Die Resultate zeigen, daB, wenn eine mit 
2°, Ferrum reductum etwa dquivalente Menge von Ferrophosphat 
[Fe,(PO,).] zu der Stockdiaét gemischt wird, so entwickeln die Versuchs 
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Gewicht 
Ge . . 
Diat etuteert am am Knochenbefund Ca P 
Beginn Ende 
Tave & g£ 
29 65 49 ausgesprochene Rachitis 
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tiere nach Ablauf von etwa 4 Wochen rachitische Veranderungen. 
Die entstehenden blutchemischen Veranderungen entsprechen den- 
jenigen, die ar solchen Tieren festzustellen sind, deren Futter eine 
ausreichende Menge von Phosphorsalzen enthalt, aber defizient an 
Kalk ist. Ferriphosphat [Fe PO,] hat eine ausgesprochene Giftwirkung: 
Die Tiere gingen zum Teil vor der Beendigung des Versuches zugrunde, 
und zwar, wie aus der Tabelle ersichtlich ist, ein Tier nach zweitagiger 
Ferriphosphatfiitterung und zwei am 11. Tage des Versuches. Keines 
der Tiere zeigte waihrend der Versuchsdauer eine Gewichtszunahme, 
und so fehlten auch ausgesprochene rachitische Veranderungen der 
Knochen. Die Zugabe von zitronensaurem Eisen [FeO,H,O0,] zur 
Stockdiat wirkt ausgesprochen rachitogen Die Tiere zeigten nach 
3 Wochen schwere rachitische Knochenveranderungen Der blut- 
chemische Befund war jenem entsprechend, welchen wir bei Tieren 


vorfinden, die phosphordefizient ernahrt wurden 


Werden einer in sich schon rachitogenen Diat 2°, Ferrum reductum 
beigemischt, so entwickeln die Tiere vielleicht noch schwerere Knochen- 


verinderungen, als die Diat selbst, ohne Zugabe von Eisen, hervor- 
ruft. Wir benutzten bei diesen Versuchen zum Teil die bekannte 
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Mc Collumsche Diat Nr. 3143, zum Teil ein einfacheres und bedeutend 
billigeres phophordefizientes Gemisch, das sich zur Erzeugung eine 
experimentellen Rachitis in unserem Laboratorium gut bewahrt hat 
und dessen Zusammensetzung folgende ist: 32°, Weizen, 64°, Mais 
1%, NaCl, 3% CaCO,. Die Serumphosphat- und Serumkalkwerte 
verraten keinen auffallenden EinfluB des Eisens. Vielleicht sinkt der 
anorganische Phosphorgehalt auf noch etwas niedrigeres Niveau 

Mischt man zu einer kalkdefizienten Diat 2°, reduziertes Eisen 
so entwickeln die Versuchstiere eine ausgesprochenere Rachitis, als 
Tiere mit derselben Diaét, aber ohne Zugabe von Eisen ernahrt ge- 
wohnlich zeigen. Die blutchemischen Veranderungen sind in beiden 
Fallen die gleichen. 

Als kalkdefiziente Diat wurde zum Teil folgendes Gemisch ver 
wendet: 31° Weizen, 33°, Mais, 10°, Hafer, 10° Reis, 15°, Casein. 
1%, NaCl. (Diese Zusammensetzung wurde uns von Frau Prof. Nina 
Simmonds empfohlen, fiir welche Liebenswiirdigkeit auch hier ge- 
dankt sein soll.) Zum Teil wurde ein in unserem Laboratorium mit 
entsprechendem Erfolg gebrauchliches, einfacheres Gemisch von fol- 
gender Zusammensetzung benutzt : 33°, Weizen, 65.5°,, Mais, 1°, NaC! 
0,5% NaH, PO,. 

Auf die Einwirkung von reduziertem Eisen und anorganischen und 
organischen Eisensalzen entwickeln also Ratten und Kaninchen rachitis 
ahnliche Knochenverinderungen. Beziiglich des Wirkungsmechanismus 
des Metalls soll folgende Vorstellung angedeutet werden. Eisen in thera 
peutischen Dosen angewendet, ist eins der wirksamsten Mittel in der Bx 
kimpfung von verschiedenen Anamien. ,,Die Wirkung des Eisens berult, 
wie ich heute beweisen kann, auf einer Reizwirkung auf die Erythropoes 
des Knochenmarkes“, sagt Naegeli, und auch Asher hat dieselbe Anschauung 
geiuBert. Die Experimente von Bosdényi sprechen dafiir, daB der Verlaui 
der Ossifikation bzw. Kalzifikation von einer Funktion des Knochenmarks 
abhangig ist. Er extrahierte aus dem normalen Knochenmark eine anti- 
rachitisch wirkende Substanz, welche im rachitischen Knochen nicht vor 
handen ist. Er spricht von einer der pathologischen Knochenveranderung 
zugrunde liegenden Dysfunktion des Knochenmarks bei Rachitis. Als 
eine weitere Stiitze seiner Anschauung beruft er sich auf die die Rachitis 
gewohnlich begleitende Anadmie, gleichfalls ein Ausdruck des Gestértseins 
der Knochenmarkfunktion. 

Vielleicht entfalten die in unseren Experimenten angewendeten hohen 
Eisendosen eine schaidigende Wirkung auf das Knochenmark der Versuchs 
tiere, und die rachitischen Knochenveranderungen sind auf eine Funktions- 
stérung des Marks zuriickzufiihren. 


Zusammenfassung. 


mt 


Eine in sich nicht rachitogene Diat bewirkt nach Zusatz von 2 
Ferrum reductum die Entwicklung rachitischer Knochenveranderungen. 
Ferrophosphat in aquivalenter Menge hat den gleichen Effekt. Ferri- 
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phosphat entfaltet eine Giftwirkung, die die Entstehung einer Rachitis 
schon in sich unméglich macht. Ferrum citricum (in einem aquivalenten 
Prozent) verleiht der Diat gleichfalls eine rachitogene Eigenschaft 
2°, reduziertes Eisen, zu einer phophordefizienten, stark rachitogenen 
)iat gemischt, beeinfluBt die rachitisproduzierende Eigenschaft der 
Diat — wenn tiberhaupt, so im Sinne einer Steigerung dieser Eigen 
schaft. Zu einer kalkdefizienten Diat gemischt, steigert hingegen das 
Eisen ausgesprochen die rachitogene Wirkung der Diat 


Prof. P.G. Shipley, der mit seinem Interesse und seinem Rat diese 
\rbeit freundlich unterstiitzte, danken wir auch bei dieser Gelegenheit 
herzlichst. 
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Zur Kenntnis der Takadiastase. 


Von 
K. Nishikawa. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Takadiastase ist wegen ihrer starken Fermentwirkung und 
ihres Fermentreichtums schon vielfach Gegenstand der Forschung 
gewesen, und besonders in den letzten Jahren war man darauf bedacht 
festzustellen, ob neben den bisher bekannt gewordenen Fermenten 
wie Diastase und Trypsin, sich nicht noch andere in ihr feststellen lieBen 
So hat Wohlgemuth' gezeigt, daB sich in ihr auBerdem noch Erepsin 
peptolytisches Ferment, Labferment, Lipase, Lecithinase und Adrena- 
lase findet. Ferner gelang Neuberg und seinen Mitarbeitern? der Nach- 
weis von Phosphatase, Sulfatase, £-Glucosidase, Cellase, Inulase 
Nuclease, Lactase, sowie die Spaltung der Phenaceturséure und des 
Benzoylglykokolls. 

Uber die Wirkungsbedingungen dieser Fermente ist aber noch seh 
wenig oder gar nichts bekannt. Und doch muBte es von grofem 
Interesse sein, festzustellen, ob z. B. die Hauptreprisentanten Trypsin 
und Diastase bei der gleichen Reaktion ihre optimale Wirkung zeigen 
oder ob sich hier grundlegende Unterschiede ergeben. Zugleich legt 
das Vorhandensein von so vielen Fermenten in der Takadiastase den 
Gedanken nahe, daB8 sich vielleicht noch andere, bisher nicht erkannte 
Wirkungen mit der Takadiastase erzielen lassen wiirden. Deshalb 


1 J, Wohlgemuth, diese Zeitschr. 39, 324, 1912. 

2 C. Neuberg und Mitarbeiter, ebendaselbst 142, 184, 1923; 148, 1990, 
399, 1923; 144, 199, 1924; 145, 186, 1924; 147, 255, 370, 373, 1924; 151, 
335 und 498, 1924. 
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jin ich gern der Anregung von Herrn Prof. Wohlgemuth gefolgt und 
ibe die Takadiastase nach den oben angedeuteten Richtungen hin 
mit seiner Unterstiitzung untersucht. 

Fiir meine Untersuchungen standen mir drei Praparate zur Ver- 
fiigung, ein verhaltnismaBig frisches Praparat aus dem Jahre 1925 
das dem hiesigen Institut von der Firma Parke, Davis u. Co. in London 
freundlichst zur Verfiigung gestellt war, ein zweites Praparat aus dem 
Jahre 1922 und ein drittes aus dem Jahre 1910, das seinerzeit Herr 
Takamine, New York, Herrn Prof. Wohlgemuth geschickt hatte, und 
mit dem er seine damaligen Versuche angestellt hatte. 

Um ein Urteil itiber die Haltbarkeit der Praparate zu haben, er- 
mittelte ich in allen dreien den Wert fiir Amylase und fiir Trypsin, 
ersteren nach Wohlgemuth, letzteren nach Gross-Fuld, und verglich sie 
mit den Anfangswerten, die friiher bei ihrem Eintreffen von Herrn 
Prof. Wohlgemuth festgestellt worden waren. Dabei ergab sich fiir eine 


1°,ige Lésung folgendes Resultat: 





Amylase svypete 

Praparat De py 
| 1925 80 8 

| 1927 SO 5 

II | 1922 160 5 
| 1927 160 8 
tl { 1910 1280 128 
| 1927 1280 128 


Hiernach haben simtliche Priparate ihre Wirkung unverandert 
beibehalten, und selbst das Praparat II] zeigt noch nach 17 Jahren 
den gleichen Wirkungsgrad wie im frischen Zustande. Letzteres ist 
bei weitem das wirksamste. 1g dieses Priparats enthalt, wie Wohl- 
gemuth festgestellt hat, so viel Diastase wie 100 cem frischer mensch- 
licher Pankreassaft, der aus einer nach Entfernung einer Pankreas.- 
cyste zuriickgebliebenen Pankreasfistel geflossen war. Dieses letztere 
Praéparat als das wirksamste diente mir fiir meine weiteren Unter- 
suchungen. 


I. 
1. Wirkungsoptimum der Amylase. 
Schon Wohlgemuth hatte festgestellt, daB die Amylase der Taka- 
diastase gegen anorganische wie organische Siuren lange nicht so 


empfindlich ist wie z. B. die Speichelamylase. Auch gegeniiber Alkalien 
Es war deshalb zu erwarten, 


hatte sie sich ziemlich resistent erwiesen. 
da8 das Wirkungsoptimum nicht in einem eng umschriebenen Re- 
25° 
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aktionsbereich liegen wiirde, wie z. B. bei der Speicheldiastase (pq = 6,7 

sondern einen verhaltnismaBig groBen Bezirk umfassen wiirde In 
der Tat ergab sich, gemessen mit der Methode von Wohlgemuth, » 

Verwendung von Phosphatpuffern nach der Vorschrift von Soerense) 

optimale Wirkung im Bereich von pa = 6,2 bis 7,2, wie aus folgender 
Kurve ersichtlich ist. 


Um jeder Beeinflussung durch etwaige lonen zu begegnen, di 
dem Fermentmaterial noch von seiner Herstellung anhaften konnten 
wurden die gleichen Versuche mit Takadiastaselésungen angestellt, di: 

vorher einer griindlichen Dialyse unter 





worfen waren. Zu dem Zwecke stellt: 





ich mir eine 1% ige Lésung her und 
dialysierte im Pergamentschlauch gegen 
destilliertes Wasser 48 Stunden lang in 
Gegenwart von Toluol. Unter Be 
riicksichtigung der Volumenzunahm: 
ergab sich zunachst niemals eine Ab 











schwichung der Fermentwirkung im 





Gegensatz zur Speicheldiastase, fiir 
die Wohlgemuth gezeigt hat, daB sie 
durch Dialyse ihre Wirkung véllig einbiiBt, auf Zusatz von NaCl aber 
sofort in vollem Umfang reaktiviert wird. Auch bei den so gereinigten 
Fermentlésungen lag das Wirkungsoptimum zwischen pa = 6,2 und 7,2 


Dieser Befund steht im Widerspruch mit den Feststellungen von 
R. Kuhn', der als Wirkungsoptimum fiir die Amylase der Takadiastas« 
pu = 4,0 bis 5,0 gefunden hat. Dieser Widerspruch ist aber nur ein 
scheinbarer. Denn fiir die Wirkung ist, abgesehen vom Milieu, nicht 
allein das Substrat von groBer Wichtigkeit, sondern auch der Moment 
in dem die Spaltung unterbrochen und gemessen wird. Wir werden 
weiter unten zeigen, daB es nicht dasselbe ist, ob man bei der Gelatin« 
spaltung die Verfliissigung oder die Saurespaltung miBt. In dem ersten 
Falle fand sich optimale Wirkung im Bereich von py = 8 bis 10, bei 
Messung der frei gewordenen Siéuremengen das Optimum bei 
pa = 7,7 bis 8,3. Ganz adhniich liegen aller Wahrscheinlichkeit nach 
die Verhaltnisse, wenn man in dem einen Falle, wie wir das getan haben 
den Abbau der Starke bis zum Achroodextrin miBt oder, wie Kuhn 
vorgegangen ist, die Gesamtmenge der reduzierenden Svbstanz als 
Ma8stab fiir die Wirkung nimmt. Wahrend nach Kuhn in letzterem 
Falle bei pa = 4,0 bis 5,0 die gréBte Menge an reduzierender Substanz 
im Reaktionsgemisch anzutreffen war, haben wir die kraftigste Zer 


' R. Kuhn, Ann. 448, 28, 1925. 
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legung der Starke bis zum Achroodextrin im Bereich von py 6.2 
bis 7,2 beobachtet. Hiernach geht man wohl nicht fehl, wenn man 
annimmt, daB fiir die Verfliissigung von Starkekleister und fiir die 
\ufhellung von Stirketriibungen sich wieder ein anderes Optimum 
ergeben wird. 


Uns scheint dieser Punkt von prinzipieller Bedeutung, zumal, 
wie bereits gesagt, wir ganz analoge Verhaltnisse bei der Tryptase in 
bezug auf Gelatinespaltung gefunden haben. Es ist deshalb nicht 
angangig, wie das bisher in der Literatur und in Lehrbiichern tiblich 
war, fiir das Wirkungsoptimum eines Ferments nur die Reaktion 
anzugeben, wie z. B. fiir Speichelamylase py 6,7, sondern man wird 
in Zukunft stets hinzufiigen miissen, was man gemessen hat, bzw 
welche Methode man bei der Messung angewandt hat. 


2. Wirkungsoptimum fiir Tryptase. 


Die Takadiastase wirkt nicht bloB bei alkalischer Wirkung stark 
tryptisch, sondern, wie Wohlgemuth festgestellt hat, auch bei aus- 
gesprochen saurer Reaktion, so daB es fast den Anschein hatte, als ob 
sich neben dem Trypsin auch ein pepsinahnliches Ferment in der Taka- 
diastase findet. Wenn das der Fall war, so muBte es gelingen, da Pepsin 
gegen freies Alkali auBerordentlich empfindlich ist, den Pepsinanteil 
durch Alkali zu vernichten. Dieser erwies sich aber so resistent, daB 
wohl kaum die Existenz eines Pepsins in der Takadiastase angenommen 
werden kann. Immerhin zeigen schon diese Versuche, daB der Wirkungs- 
bereich der in der Takadiastase enthaltenen Tryptase ein sehr groBer ist. 


Wir orientierten uns zuniachst mittels der Gelatinemethode von 
Fermi, die bekanntlich eine Reihenmethode ist und auf der Verfliissigung 
von Chloroformgelatine beruht, in welchem px-Bereich die besten 
Wirkungen zu erwarten waren. Doch verwandten wir wegen der Emp- 
findlichkeit der Fermente nicht Chloroform, sondern benutzten Thymol- 
gelatine, deren saure Wirkung wir mit Alkali so lange abstumpften, 
bis die Gelatine eine Reaktion von px 7,0 zeigte. Als Puffer be- 
nutzten wir fiir den stark sauren Bereich nach NSoerensen Gemische 
von sekundairem Natriumcitrat und n/10 HCl, fiir den neutralen bzw 
schwach sauren bzw. schwach alkalischen Bereich primires und 
sekundires Phosphat, fiir den stark alkalischen Bereich Glykokoll 
und n/l10 NaOH. Von den orientierenden Versuchen sei nur einer 


hier angefiihrt. 


Als Fermentlésung benutzte ich eine 0,1 %ige Takadiastaselésung, 
von einer 5% igen neutralen Thymolgelatine je 2,0ccm pro Glas. 
Versuchsdauer 1 Stunde bei 38°C, danach 15 Minuten bei 0° C. 
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Ferment- Reaktion Pu : 


— 3,2 4,1 5,3 6,2 7,0 8,1 9,2 10,2 11,1 12 
1.0 a - } + _ + - } + 

OD + + 4 + i J 4 4 + 

0,25 + { m if + r a r 4 4 
0,125 — t — — > a " 

0.0625 j } + j 4 4 + 

0,032 _ —_ ' +. + + ob. ! dp = 
0,016 — ~~ ; + es r ame 

0.008 — —_ — 4 +. + a 
0.004 — — —_ — 


Hiernach lag, wie auch alle weiteren Versuche ergaben, das 
Wirkungsoptimum fiir die Gelatineverfliissigung zwischen py 8 bis 10 
Zur genaueren Festlegung des Reaktionsoptimums bediente ic! 


mich nun zweier anderer Methoden. Als erste benutzte ich die von 
Willstdtter, Waldschmidt und Persiel! angegebene Gelatinemethode 
die auf der Zerlegung der Gelatine und der titrimetrischen Bestimmung 
der frei gewordenen sauren Valenzen beruht. Und auBerdem stellte 
ich Versuche nach Ringer und Gutterink? mit Spritblaufibrin an und 
bestimmte die frei gewordene Farbstoffmenge. 

Was zuniachst die erstgenannte Methode anbetrifft, so folgte ich genau 
der Vorschrift von Willstdtter und Persiel und lieB 2,0 ccm einer stark 
wirksamen 1°,igen Takadiastaselésung unter Zusatz der entsprechenden 
Pufferlésung auf 10ccem einer 4°%,igen Thymolgelatine 2 Stunden bei 
38° C einwirken, fiihrte dann das Gemisch in siedenden absoluten Alkoho 
iiber, unter Vermeidung von Klumpenbildung, und titrierte aus einer Mikro- 
biirette mit n/5 KOH gegen Thymolphthalein als Indikator. Von diesen 
Werte wurde der im Vergleichsversuch ermittelte subtrahiert. Diese Ver 
suche habe ich mehrmals wiederholt, und da die Ausschlage sehr gering 
waren, eine zweite Reihe von Versuchen angestellt mit 3°,iger Ferment- 
lésung und vierstiindiger Versuchsdauer. Als Beleg gebe ich je eine 
Versuch dieser Art in folgender Tabelle wieder. 





Zweistiindiger Versuch Vierstiindiger Versuch 
4 Spaltung ; Spaltuny 
Pu der Lécung (com n/5 KOH) Pu der Licung (com n/5 KOH) 

2,3 O19 3,8 0,26 
3,2 0,24 44 0,35 
4,3 0,33 5,0 0,49 
5,0 0,37 6.3 0,58 
6,2 0,37 7,2 0,78 
7,1 0,39 7,7 0,88 
7,7 0,41 8,0 0,97 
8,2 0,41 8,3 0,92 
9,3 0,28 8,8 0,74 


1 Willstdtter und Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 132 
181, 1924; Willstdtter und Persiel, ebendaselbst 142, 245, 1925. 
2 Ringer und Gutterink, ebendaselbst 156, 276, 1926. 
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Aus beiden Versuchsreihen geht tibereinstimmend hervor, daB 
das Wirkungsoptimum fiir den Gelatineabbau zwischen px 7,7 und 8,3 
liegt; es erscheint also im Vergleich zu dem der Gelatineverfliissigung 
nach dem neutralen Punkte zu verschoben. 

Sodann stellte ich Versuche mit Spritblaufibrin an, das ich mir 
nach der Vorschrift von W. £. Ringer und Gutterink aus frischem, 
blutfrei gewaschenem Rinderfibrin bereitet hatte, und verwandte fiir 
jede Portion 0,1 g. Zunachst lieB ich den Puffer allein in einer Fliissig- 
keitsmenge von 12 ccm auf das Fibrin 30 Minuten bei 38° C einwirken, 
um das Fibrin zum Quellen zu bringen, brachte dann in jedes Glaschen 
1,0 cem einer 1 °,igen Takadiastaselésung und hielt die Glaschen unter 
stindigem Schiitteln 15 Minuten im Wasserbad von 38°C. Hiernach 
wurden simtliche Glischen abgekiihlt und nun die Farbstirke der 
Lisung im Authenriethschen Kolorimeter mit Hilfe eines geeigneten 
Spritblaukeiles verglichen. Die Pufferlésungen waren hier die gleichen 
wie in den Gelatineversuchen. 

Aus einer groBen Reihe von Versuchen teile ich nur zwei mit. 





Pu der Losung 15 Min. bei 40 90 Sek bei 38° 
4,5 6 5 
5,2 15 6 
6,0 19 28 
6.6 99 33 
7,1 39 ~ 
7.8 42 57 
8.2 43 66 
8.6 45 68 
9.1 33 50 


Hiernach ergibt sich, daB das Optimum der Wirkung bei dem 
Reaktionsbereich px 8,2 bis 8,6 gelegen ist. Gegeniiber der Gelatine 
ist es bei Fibrin etwas nach der alkalischen Seite verschoben. 


3. Wirkungsoptimum fiir Lab. 

Endlich priifte ich noch, bei welcher Reaktion die Labwirkung 
der Takadiastase am starksten ist. 

DaB die Takadiastase imstande ist, Milch zur Koagulation zu 
bringen, hat, wie eingangs zitiert, Wohlgemuth bereits 1912 festgestellt 
und ermittelt, daB nach seinem Verhalten gegeniiber CaCl, das Lab 
der Takadiastase ein Chymosin ist, demnach in seiner Wirkung dem 
Kalberlab nahesteht, sich aber von ihm dadurch unterscheidet, daB 
es vom Antilab des Pferdeserums nur sehr wenig gehemmt wird. 

Als Methode wahlte ich den Reihenversuch, die Versuchsdauer 
betrug stets 2 Stunden bei 18° C, danach 15 Minuten bei 38°C. Zunichst 


392 K. Nishikawa: 


wurde in Vorversuchen ermittelt, bei welcher Reaktion die besten 


tesultate zu erwarten waren. Es ergab sich, daB die Labwirkung im 
Bereich von px 5 bis 7 am starksten war. 

Sodann wurden, um auch kleinere Unterschiede zu erkennen 
mit einer méglichst engen Reihe (zehngliedrig, geometrisch) und bei 
kleinen Reaktionsunterschieden die Versuche noch einmal unter Inn 
haltung der gleichen Versuchsdauer (2 Stunden bei 18°C, 15 Minuten 
bei 38°C) und der gleichen Milchmenge (5 ccm) durchgefiihrt. Dabei 
ergab sich iibereinstimmend in allen Versuchen folgendes Resultat 





1°/oige 
Takadiastaselésung 45 49 52 58 él 67 70 6 Ts 


Reaktion PH 


1.0 + 4 4 4 

0,77 + 

0.6 

0.46 i 4 j 4 4 ! i 
0.36 — + + “+ + : “+ 
0,28 “+ + - . " 

0,22 4 4 

0,17 rt } + +. + + 

0.13 1 a 4 4 \ \ — 
0,1 + 


Hiernach liegt das Optimum der Labwirkung im Bereich von 
pu= 5,2 bis 6,7, also bei einer schwach sauren Reaktion. Dieses 
Resultat war stets das nimliche, ganz gleichgiiltig, ob ich die Versuchs- 
dauer variierte, und unabhingig von den verschiedenen Milchsorten 
Es wurde nur stets frische Vollmilch verwandt, die ich vorher durch 
scharfes Zentrifugieren vom Rahm méglichst befreit hatte. 

Somit ist gegeniiber der tryptischen Wirkung das Optimum der 
Labwirkung erheblich nach der sauren Seite verschoben. 


Uber Adsorptionsversuche mit Fibrinflocken. 


Aus den interessanten Untersuchungen von Jacoby! geht hervor, 
daB es gelingt, aus Pepsinlésungen Pepsin sowohl wie Lab auf Fibrin- 
flocken niederzuschlagen und aus einer Pankreatinlésung das Trypsin. 
Wascht man solche mit Ferment beladenen Flocken griindlichst mit 
Wasser, um alle Spuren von noch anhaftender Fermentlésung zu be- 
seitigen, und bringt die mit Pepsin beladenen Flocken in eine diinne 
Sodalésung, so list sich das Ferment von der Flocke ab und laBt sich 
dann mit Leichtigkeit in der Lésung nachweisen. Andererseits gibt 
eine Trypsinflocke das Ferment an eine schwache Salzsiurelésung ab 
und kann in ihr nach vorheriger Neutralisation nachgewiesen werden. 


1 M. Jacoby, diese Zeitschr. 3, 144 und 248, 1907. 
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Mich interessierte nun die Frage, ob frisches Fibrin aus einer 
Takadiastaselésung neben dem Trypsin noch andere in ihr enthaltene 
Fermente, wie Diastase, Lipase und Lab, adsorbieren kann, und ob sich 
bei Ablésungsversuchen irgendwelche Unterschiede fiir die einzelnen 
Fermente ergeben. 

Zu meinen Versuchen benutzte ich frisches Rinderfibrin, das ich 
mir nach Entfernen samtlicher Blutbestandteile durch griindliches 
Waschen in Glycerin aufbewahrt hatte. Ein gréBeres Quantum Fibrin 
wird nach Beseitigung des Glycerins in 50 ccm einer 2°,igen Taka- 
diastaselésung eingetragen. Da eine solche Fermentlésung stark pro- 
teolytische Wirkung besitzt und schon bei Zimmertemperatur Fibrin 
leicht zur Lésung bringt, wurde die Fermentlésung vorher durch Ein- 
stellen in Eis stark gekiihIt. In dieser kalten Lésung hielt ich die Fibrin- 
flocken unter haufigem Schiitteln 20 Minuten lang. Danach wurde 
das Fibrin herausgenommen, fiinf- bis sechsmal mit groBen Mengen 
stark abgekiihltem, destilliertem Wasser gewaschen, um alle ober- 
flichlich anhaftenden Spuren der Fermentlésung zu entfernen, und 
nun die Fibrinflocken auf die verschiedenen Fermente gepriift. 

Zur Priifung auf proteolytisches Ferment wurde eine groBe Flocke 
in 5ceem einer 10%igen Thymolgelatine gebracht, zur Priifung auf 
Diastase eine andere Flocke in 10 cem 1 °%iger Starkelésung. Beide 
Glischen kamen in ein Wasserbad von 38°C, und es wurde. von Zeit 
zu Zeit gepriift, ob in dem einen die Gelatine sich verfliissigt, und in 
dem anderen durch Entnahme von kleinen Proben der Stairkeabbau 
mit Hilfe von Jod verfolgt. In beiden zeigte sich schon nach Verlauf 
von 10 bis 15 Minuten starke Fermentwirkung; das Gelatineglaschen 
zeigte nach Einstellen in Eiswasser vollige Verfliissigung, und im Starke- 
glischen trat nach Zusatz eines Uberschusses von Jod weder Blau- 
noch Rotfiirbung auf, ein Beweis, daB die Starke mindestens bis zum 
Archroodextrin abgebaut war. 

Mit einer dritten Flocke wurde gepriift, ob auch Lipase sich 
auf das Fibrin niedergeschlagen hatte. Zu dem Zwecke stellte ich 
mir eine gesittigte Tributyrinlésung her, die ich mit einem Phosphat- 
gemisch (py = 7,8) pufferte, und brachte eine vorher griindlichst 
gewaschene Fibrinflocke in 50 ccm dieser Lésung. Die Gegenwart 
von Lipase muBte sich durch Anderung der Oberflichenspannung der 
Léisung bemerkbar machen. Es wurde deshalb gleich zu Beginn die 
Tropfenzah| der Lésung bestimmt und dann in Intervallen von 30 Mi- 
nuten die Tropfenabnahme festgestellt. Dabei zeigte sich, daB dieselbe 
stets eintrat; bei zweistiindiger Versuchsdauer betrug die Tropfen- 
differenz meistens 20 bis 22 Tropfen. 

Und endlich priifte ich mit einer vierten Flocke, ob auch Lab sich 
auf das Fibrin niedergeschlagen hatte, indem ich die Flocke in 10 ccm 
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Milch brachte und das Glaschen in ein Wasserbad von 38°C stellt 
Nach Verlauf von 15 Minuten war in den meisten Fallen die Milch 
komplett geronnen. 


Damit war zunachst festgestellt, daB Fibrinflocken aus eine: 
Takadiastaselésung neben Trypsin und Lab auch Diastase und Lipase 
adsorbieren. Nun priifte ich weiter, wie die einzelnen Fermente sich 
bei Ablésungsversuchen von der Flocke verhalten bei saurer sowoh! 
wie alkalischer Reaktion. 

Ich ging dabei so vor, da8 ich je drei annahernd gleich groBe, mit 
Ferment beladene Flocken in je 5 cem n/10 bzw. n/100 bzw. n/1000 HC! 
brachte, nach 5 Minuten die Lésungen abgoB und nun die Flocken 
sowohl wie die Lésungen gesondert auf ihren Fermentgehalt priifte 
Die Flocken wurden zunaéchst durch Waschen mit destilliertem Wasser 
von allen Saéurespuren befreit und dann in 5,0 ccm 10 %%iger Thymol. 
gelatine bzw. 5ccm 1%iger Starkelésung und in 50 ccm gesittigte 
Tributyrinlésung gebracht und in ein Wasserbad von 38°C gestellt 
Es ergab sich, daB sowohl die Flocken, die mit n/10 wie die mit n/1L00, 
wie die mit n/1000 HCl behandelt worden waren, weder tryptische 
noch diastatische noch lipolytische Wirkung besaBen. Das Fehlen der 
Fermentwirkung konnte nun darin seinen Grund haben, daB entweder 
der Fermentbestand durch die HCl zerstért war oder sich von den 
Flocken lésgelést hatte. Wenn letzteres der Fall war, muBte sich ein 
Teil des Ferments in der Liésung finden. Um das festzustellen, wurde 
unmittelbar nach Entfernung der Flocken aus den salzsauren Lésungen 
diese mit Na,C O, gegen Lackmus genau neutralisiert und dann in der 
iiblichen Weise auf ihren Fermentgehalt gepriift. Wahrend in der 
n/10 HCl sich keine Fermentwirkung mehr feststellen lieB, konnte in 
den beiden anderen Lésungen noch schwache tryptische, diastatische 
und lipolytische Wirkung nachgewiesen werden. Das wiirde also be- 
sagen, daB durch HCl! die Fermente von der Flocke losgelést werden 
kénnen. Da8 in dem Versuch mit n/10 HCl kein Ferment in der Lésung 
nachweisbar war, wiirde nicht hiergegen sprechen. Denn man darf 
nicht auBer acht lassen, daB HCl von dieser Konzentration fiir das 
Trypsin und die Amylase der Takadiastase, wie Wohlgemuth und 
Szanté' gezeigt haben, ein starkes Gift ist; schon ganz kurzes Verweilen 
der Takadiastase in so stark saurer Lésung fiihrt nach ihren Versuchen 
zu schwerer Schidigung oder gar vélliger Vernichtung. Wenn man 
bedenkt, daB die von einer Fibrinflocke adsorbierte Fermentmenge 
nur eine sehr kleine ist, so ist die Annahme einer nachtraglichen Zer- 
stérung des losgelésten Ferments durchaus wahrscheinlich. 


1 O. Szanté, diese Zeitschr. 48, 31, 1912. 
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In genau der gleichen Weise wie mit HCl wurden auch Versuche 
mit NaOH in verschiedenen Konzentrationen angestellt. Zur Ver- 
wendung kamen n/10, n/100 und n/1000 NaOH. Die Versuchs- 
anordnung war hier die gleiche wie vorhin, das Resultat dagegen ein 
etwas anderes. Denn in sémtlichen Lésungen lieB sich nach vorher- 
gegangener Neutralisation sowohl tryptische wie diastatische wie 
lipolytische Wirkung nachweisen. 

Danach kann man sagen, daB die von der Fibrinflocke aus Taka- 
diastaselésung adsorbierten Fermente durch Séuren sowohl wie durch 
Alkalien bei der von mir gewahlten Versuchsanordnung wieder ab- 
getrennt werden kénnen, und daB sich hierbei keine nennenswerte 
Unterschiede ergeben zwischen tryptischer, amylolytischer und lypolyti- 
scher Wirkung. 

Beziiglich des Ablésungsvorganges sei noch eine andere Beob- 
achtung mitgeteilt, die von Interesse sein diirfte. Wenn ich eine mit 
Ferment beladene Fibrinflocke in 5cem 1 °,iger Starkelésung brachte 
und nach einiger Zeit der Abbau der Starke bis zum Dextrin vollzogen 
war, so konnte ich in dieser Lésung auch Trypsin und Lipase nach- 
weisen. Den gleichen Effekt beobachtete ich, wenn ich eine Ferment- 
flocke in 5cem Gelatine brachte. Nach Verfliissigung derselben besa 
die Lésung auch amylolytische und lipolytische Fahigkeit. 


Ill. 
EinjluB der Hitze in Gegenwart von Neutralsalzen. 


Von Wohlgemuth' und seinen Mitarbeitern ist gezeigt worden, 
da8, wenn man Pankreasamylase in Gegenwart bestimmter Salze erhitzt, 
das Ferment lange nicht in dem MaBe geschadigt wird, wie wenn man 
das Erhitzen in destilliertem Wasser bei Abwesenheit von Salzen 
vornimmt. Dabei ergab sich ganz gesetzmaBig, daB von neutralen 
Salzen nur diejenigen das Ferment vor der Zerstérung durch Hitze 
teilweise schiitzen, die einen aktivierenden EinfluB auf das Ferment 
haben. So schiitzen z. B. alle Chloride die Amylase des Pankreas und 
des Speichels, nicht dagegen die Nitrate oder Sulfate. Dasselbe gilt 
fiir das tierische Lab. Dieses wird aktiviert durch CaCl,, und dieses 
Salz wiederum schiitzt teilweise das Lab und mit ihm das Pepsin vor 
der Vernichtung durch Erhitzen, nicht dagegen Barium- und Magnesium- 
salze. 

Ich priifte nun, ob diese GesetzmiBigkeit auch Giiltigkeit fir die 
Takadiastase, speziell fiir ihre Amylase hat, und ob ein Salz, welches 


1 Wohlgemuth und Sugihara, diese Zeitschr. 168, 253, 1925; Hizume, 
ebendaselbst 146, 52, 1924. 
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die Amylase teilweise schiitzt, gleichzeitig auch fiir die Tryptase einen 
gewissen Schutz bedeutet. 

Die Amylase der Takadiastase wird, wie Wohlgemuth festgestel|: 
hat, ebenso wie die tierische Amylase durch Chloride in ihrer Wirkung 
wenn auch in schwacherem MaBe verstarkt. 

Ich untersuchte deshalb zunachst NaCl und KCl auf ihre schiitzende 
Wirkung gegeniiber kurzdauernden Hitzeperioden. Ich ging dabei so 
vor, daB ich je 2,0 ccm einer 1% igen Takadiastaselésung zusammen. 
brachte mit 2,0cem n/10 NaCl bzw. 2,0cem n/10 KCl, auBerdem 
2,.0cem Fermentlésung mit 2,0 ccm destilliertem Wasser, alle drei 
Portionen auf 10 Minuten in ein Wasserbad von 65°C brachte, ab 
und zu schiittelte, nach dem Erhitzen sofort stark abkiihlte und nun 
in allen drei Glaischen den Diastasegehalt bestimmte. Als Kontrolle 
diente eine Portion von der Zusammensetzung 2,0ccm Ferment 
lésung + 2,0 com H,O, die bei Zimmertemperatur gehalten wurde 
Um bei der Fermentbestimmung in allen Reihen ungefahr gleiche 
Salzmengen zu haben, wurden die Verdiinnungen in sémtlichen Portionen 
mit 1°%iger NaCl-Lésung vorgenommen. Dabei ergab sich folgendes 
Resultat : 

Erhitzt auf 65°C w4hrend 10 Minuten. 





Fermentmenge + n/10 NaCl +n/10 KCl + H,O Kontrolle 


1.0 ! he 
05 

0.25 — j 4 
0,125 

0.0625 _— - - 
0,032: — 

0,016 . 

0,008 - - 4 


ae 5 5 40 625 


Hiernach sind also weder NaCl noch KCl imstande gewesen, die 
Amylase der Takadiastase vor der Hitzezerstérung zu schiitzen. Das 
Resultat war vielmehr ein dem erwarteten gerade entgegengesetztes : 
die mit Salz versetzten Portionen hatten weit mehr durch die Hitze 
gelitten als die rein wasserige Lésung. Wahrend in letzterer noch etwa 
6,.4°, der urspriinglichen Fermentlésung enthalten war, finden sich in 
den beiden anderen nur noch etwa 0,8 %. 

Die Versuche wurden dann weiter ausgedehnt auf die zweiwertigen 
Metalle Ca, Ba, Mg, deren Chloride die Amylase der Takadiastase 
starker aktivieren als die einwertigen Salze. 

Die Versuchsanordnung war hier die gleiche wie oben. Auch hier 
kamen stets n/10 Salzlésungen zur Verwendung und ein Erhitzen auf 
65°C wahrend 10 Minuten. Hier wurden bei der Fermentbestimmung 
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die Verdiinnungen in samtlichen Portionen mit | °,iger CaCl,-Lésung 
vorgenommen. Das Resultat eines solchen Versuches gebe ich in 
folgender Tabelle wieder: 


Erhitzt auf 65°C wahrend 10 Minuten. 





Fermentmenge + n/10 CaCl, + n/10 BaCl, + n/l0 MgCl, + H,O Kontrolle 

1.0 + 

0.5 + 

0,25 ' he 

0,125 ’ 4 

0.0625 

0,082 + — — + 

0,016 4 - 4 

0.008 4 
p> 312.5 0 0 40 625 

» 


Es zeigt sich die bemerkenswerte Tatsache, daB CaCl, in hohem 
MaBe befahigt ist, die Amylase vor einer weitgehenden Zerstérung 
durch Erhitzen zu schiitzen. Die mit Ba und Mg beschickten Portionen 
dagegen hatten eine noch starkere Schadigung erlitten als die mit 
NaCl und KCl versetzten; in ihnen war mit der halbstiindigen Be- 
stimmungsmethode keine Fermentwirkung mehr zu verzeichnen. 

Dieses Resultat wurde immer wieder gefunden, so oft wir auch die 
Versuche wiederholten. Es unterliegt demnach keinem Zweifel, daB 
das Calciumchlorid eine Sonderstellung einnimmt. 

Wir untersuchten nun weiter, ob diese Sonderstellung ausschlieBlich 
dem Ca-Ion in Rechnung zu setzen ist, oder ob gerade die Verbindung 
von Ca’ und Cl’ diesen besonderen Effekt bedingt. Diese Frage ent- 
schieden wir so, daB wir die Versuche noch mit einem anderen an- 
organischen Ca-Salz, dem Calciumnitrat, und einem organischen, dem 
Caleiumlactat, mehrmals wiederholten. Alle Versuche ergaben iiber- 
einstimmend folgendes Resultat: 





Fermentmenge n/10 CaCl, n/10 Ca(N O3)o Cac, 1,0,)s + H,O Kontrolle 

1.0 = 1 1 

0.5 - - + o - 

0,25 + : - 

0,125 + — i oat + 

0,0625 + + ~ - 

0,032 4 } + + 

0,016 : - . 

0,008 , ee ae bs 4 
pe 312.5 312.5 312.5 40 625 
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Hiernach unterliegt es keinem Zweifel, daB ausschlieBlich das 
Ca-lon es ist, das diese starke Schutzwirkung bedingt. 

Erwahnt sei noch, daB bei Zusatz von Ca-Salzen die Takadiastas: 
lésung sich sofort triibt. Wahrend des Erhitzens nimmt diese Triibung 
stark zu, und am Ende des Versuchs haben sich am Boden des GefaBes 
gréBere Flocken angesammelt. Man kénnte nun denken, daB diese 
Flocken einen Teil des Ferments adsorbieren und so vor der Zerstéruny 
durch Hitze schiitzen. Dagegen sprechen aber zwei Momente. 

Wenn wirklich die Flocken einen wesentlichen Teil des Ferment. 
bestandes adsorbieren, so miiBte sich ein deutlicher Unterschied zeigen 
im Fermentgehalt zwischen der triiben Lésung und der durch scharfes 
Abzentrifugieren oder Filtrieren vom Niederschlag befreiten, klaren 
Lésung. In Wirklichkeit ergab sich aber niemals eine Differenz zu 
gunsten der triiben Lésung. Uberdies trat ebenso wie bei Zusatz von 
CaCl, auch bei einem solechen von BaCl, und MgCl, zur Takadiastase- 
lésung eine diffuse Triibung ein, die sich beim Erhitzen gleichfalls 
zu einem voluminésen Niederschlag verdichtete. Trotzdem zeigten 
beide Salze niemals auch nur die geringste Schutzwirkung auf die 
Amylase, im Gegenteil, gerade in diesen Portionen schien das Ferment 
vollkommen vernichtet. Demnach kann wohl an einer spezifischen 
Wirkung des Caleiums kaum noch gezweifelt werden. 

Gleichzeitig mit der Amylase priiften wir auch das Verhalten des 
Trypsins in den erhitzten Lésungen. Das Trypsin bestimmten wir in 
der Mehrzah] der Fille nach Fermi mit 5 °%,iger Thymolgelatine, mitunter 
auch mit der Caseinmethode von Gross-Fuld. Es zeigte sich in allen 
Versuchen, daB ebenso wie die An:ylase auch das Trypsin beim Er- 
hitzen teilweise zerstért wird, und daB die Ca-Salze eine ahnliche Schutz- 
wirkung auf das Trypsin ausiiben wie auf Amylase. Allerdings wirkte 
10 Minuten langes Erhitzen bei 65°C auf das Trypsin viel starker zer- 
stérend als auf Amylase, doch bestand in der prozentualen Zersetzung 
der einzelnen Portionen ein deutlicher Parallelismus zwischen beiden 
Fermenten. Meist fielen die Versuche folgendermaBen aus: Die nicht 
erhitzte Kontrolle mit 100° angesetzt, enthielt nach dem Erhitzen 
die Ca-Portion 6,25 °%, die H,O-Portion 1,56°,, die NaCl-Portion nur 
noch 0,78 %, der urspriinglichen Trypsinmenge. Auf eine ausfiihrliche 
Wiedergabe der Protokolle sei, da alle Versuche im gleichen Sinne 
verliefen, verzichtet. 

IV. 


Wirkung von Metallen auf Takadiastase. 


Durch die Untersuchungen von Jacoby und Shimizu! ist bekannt, 
daB verschiedene Metalle, wie Eisen, Nickel, Kobalt und Kupfer, ohne 


1 Jacoby und Shimizu, diese Zeitschr. 128, 95, 1922. 
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kinfluB auf die Amylase der Takadiastase sind. Ich wollte nun fest- 
stellen, ob auch das Trypsin der Takadiastase durch diese und andere 
Metalle ebensowenig beeinfluBt wird, oder ob sich irgendwelche Unter- 
schiede zwischen beiden Fermentwirkungen ergeben. 


Zunichst priifte ich noch einmal das Verhalten der Metalle der 
Amylase gegeniiber. Ich ging dabei so vor, daB ich 1 g des betreffenden 
Metalles in Pulverform mit 7cem der zehnfachen Verdiinnung einer 
1 °igen Ferment-Standardlésung (Glycerin) zusammenbrachte und 
auf 60 Minuten in ein Wasserbad von 38° C stellte, indem ich die Glaschen 
hiufig schiittelte. Nach Ablauf der Frist wurden die Lésungen von 
dem Metall scharf abzentrifugiert und in der vollkommen klaren Lésung 
die Amylase nach Wohlgemuth bestimmt. Dabei ergab sich entsprechend 
der Angabe von Jacoby und Shimizu in allen Lésungen keine Abnahme 
der Fermentwirkung. Nur die mit pulverisiertem Zink vorbehandelte 
Portion zeigte stets eine Abschwichung um 50°, des urspriinglichen 
Wertes. 

Anders dagegen war das Resultat bei der Priifung auf Trypsin. 
Dieselbe nahmen wir stets nach der Methode von Fermi mit 5° iger 
Chloroformgelatine vor unter Verwendung von je 2,0 ccm Gelatine 
pro Glaschen. Hier zeigte sich auBer bei der Zinkportion auch beim 
Kupfer stets eine betrachtliche Abnahme, und mitunter beobachtete 
ich auch in der Eisenportion eine geringe Abschwichung. Diese kam 
hier und in der Kupferportion sehr oft erst dann deutlich zum Ausdruck, 
wenn ich den Fermiversuch auf 24 Stunden ausdehnte. Auf die Wieder- 
gabe von Versuchsprotokollen sei verzichtet. 

Jacoby und Shimizu haben auch gezeigt, daB es gelingt, die Amylase 
der Takadiastase, die durch kleine Mengen Sublimat inaktiviert ist, 
durch Zusatz geeigneter Mengen Cyankalium zu reaktivieren. 


Ich iiberzeugte mich davon in besonderen Versuchen; doch ist es 
nicht ganz einfach, die besten Versuchsbedingungen ausfindig zu 
machen. Mir hat hierbei das sogenannte Einreihenverfahren von Wohl- 
gemuth' sehr gute Dienste geleistet. Ich ging bei diesen Versuchen so 
vor, daB ich zunachst mit Hilfe eines Reihenversuches von 30 Minuten 
Dauer feststellte, welche kleinste Menge einer 1 igen Sublimatlésung 
noch imstande ist, 1,0ccem einer 0,04°% igen Takadiastaselésung in 
seiner Wirkung vollkommen zu hemmen (Resultat: 0,125 mg Sublimat.) 
In einer zweiten Reihe ermittelte ich nun, welche Menge einer 1 °,igen 
NaC N-Lésung imstande ist, das durch 0,125 mg Sublimat inaktivierte 
Ferment zu reaktivieren. Es ergab sich, daB 0,25 mg, besser noch 
0,125 mg NaCN die Amylase teilweise reaktivierten. 





1 Wohlgemuth, Fermentmethoden, 8. 50. Berlin 1913. 
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In gleicher Weise priifte ich das Verhalten des Trypsins, und es 
zeigte sich, daB ebenso wie die Amylase, auch das Trypsin durch 
Sublimat inaktiviert wird. Nur sind hierfiir viel gréBere Mengen Hg (|, 
erforderlich. So konnte ich erst bei Zusatz von 5 mg HgCl, zu 1,0 c m 
einer 0,04°,igen Takadiastaselésung eine Hemmung der Gelatinas: 
beobachten, also bei einer 40mal gréBeren als bei der Diastase. Dem. 
entsprechend war auch die kleinste erforderliche Menge an NaC N fiir 
die Reaktivierung eine viel gréBere; sie betrug etwa 3 bis 5 mg. 

Durch diese Beobachtung, daB man in einer Takadiastaselésung 
die Amylasewirkung schon durch auBerst kleine Mengen von Hg(l, 
unterdriicken kann, ohne dadurch irgendwie die Gelatinasewirkung 
zu schadigen, ist die Méglichkeit gegeben, das Trypsin in Abwesenheit 
der Amylasewirkung zu untersuchen. Das Verhalten des Labs und 
der Lipase wurde bisher nicht weiter gepriift. Untersuchungen dariiber 
sind aber im hiesigen Laboratorium im Gange. 

Vv. 
Phenoloxydase. 

DaB dieses Ferment in der Takadiastase vorhanden ist, darauf 
hat bereits Wohlgemuth kuz hingewiesen, indem er feststellen konnte 
daB Takadiastaselésung imstande ist, Adrenalin zu oxydieren. 

Ich habe nun gepriift, ob Takadiastase befahigt ist, noch andere 
hydroxylierte Benzolderivate zu oxydieren, und ob sich Unterschiede 
erkennen lassen zwischen einfach und zweifach hydroxylierten. Von 
letzteren untersuchte ich Brenzkatechin und Dioxyphenylalanin, von 
ersteren das Tyrosin. 

Es ergab sich, daB Dioxyphenylalanin sehr leicht zu einem schwarzen 
Farbstoff oxydiert wird, wesentlich langsamer und unvollstandiger 
dagegen Brenzkatechin; hier nahm die Lésung erst nach Verlauf von 
vielen Stunden, meist erst am nichsten Tage eine hellbraune Farbe 
an. Weit schneller als Brenzkatechin wird Adrenalin oxydiert; hier 
nimmt die Lésung schon nach einer halben Stunde zunachst eine hell- 
rote Farbe an und geht dann allmahlich in eine braune iiber. Tyrosin 
hingegen wurde von keinem der mir zur Verfiigung stehenden Ferment- 
praparate angegriffen, auch wenn ich die Versuche tiber 8 Tage aus- 
dehnte, ebensowenig das Dipeptid Glycyl-tyrosin. Hierbei sei bemerkt 
daB ich niemals eine Spaltung des Dipeptids in seine beiden Komponenten 
beobachten konnte, und daB meine Fermentlésungen auch nicht im 
stande waren, Tryrosin aus Seidenpepton abzuspalten. 

Die von Wohlgemuth beobachtete Dunkelbraun- bis Sehwarz- 
farbung der Fermentlésung konnten wir zunachst gleichfalls bei allen 
drei Praparaten konstatieren, sobald wir die aus ihnen bereiteten 
Lésungen mehrere Tage stehen lieBen. Dieses Dunkelwerden konnt: 
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hedingt sein entweder durch die Oxydation von Tyrosin oder einem 
anderen Benzolderivat. Tyrosin ist nun zwar in allen Takadiastase- 
praparaten enthalten, wie wir uns durch positiven Ausfall der Millon- 
schen Reaktion tiberzeugen konnten; da aber Tyrosin von der Taka- 
diastase nicht angegriffen wird, so muBte ein anderes Benzolderivat 
die Quelle fiir den -braunen bzw. schwarzen Farbstoff sein. Nun ist 
nach den Angaben von Wohigemuth in der Takadiastase eine Substanz 
enthalten, die ganz ahnlich dem Adrenalin die Fahigkeit besitzt, die 
Froschaugenpupille maximal zu erweitern. Demnach darf man wohl 
auch annehmen, daB zum mindesten eine dem Adrenalin sehr nahe- 
stehende Substanz in der Takadiastase enthalten ist. Da nun gezeigt 
worden ist, daB die Takadiastase eine gut wirksame Adrenalase enthalt, 
so geht man wohl nicht fehl in der Annahme, daB der Abbau dieser 
pupillenerweiternden Substanz durch die Adrenalase die Ursache fiir 
das spontane Dunkelwerden der Fermentlésung ist. ° 


Vi. 
Verhalten der Takadiastase gegeniiber Fibrinogenlésungen. 
Elektrische Ladung der Takadiastase. 


Gelegentlich hiamolytischer Studien mit Takadiastase in Fort- 
setzung der bereits von Wohlgemuth' publizierten, wurde die Beob- 
achtung gemacht, daB die Takadiastase imstande ist, Fluornatrium- 
oder Oxalatblut in geeigneter Verdiinnung zur Koagulation zu bringen. 
Das deutete darauf hin, daB die Takadiastase eine dem Fibrinferment 
ahnliche Substanz enthalten miisse. Um ein ungefihres Urteil tiber 
deren Quantititen zu bekommen, bestimmte ich mit der Fibrinferment- 
methode von Wohlgemuth, wieviel sogenannte Fibrinferment-Ein- 
heiten in leem einer 1°%igen Takadiastaselésung enthalten sind 
Als Fibrinogenlésung veiwandte ich Magnesiumsulfat-Plasma, das ich 
mir nach Vorschrift von Alexander Schmidt aus Kaninchenblut in der 
Weise herstellte. daB ich 3 Teile frisches Blut versetzte mit 1 Teil 28 °,iger 
Magnesiumsulfatlésung und die Blutkérperchen durch scharfes Zen- 
trifugieren beseitigte. Von diesem Plasma bereitete ich mir mit | °,iger 
NaCl-Lésung eine zehnfache Verdiinnung und lie} zunachst zur Orien- 
tierung auf 2ccm verdiinntes Plasma ein paar Tropfen einer 1 °,igen 
Takadiastaselésung einwirken. Schon nach 30 Minuten war die Lésung 
villig erstarrt, die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin also eine 
komplette. Hiernach fiihrte ich den quantitativen Versuch aus und 
kontrollierte den Ablauf nach 30 Minuten, nach 2, 4 und 24 Stunden 
Das Resultat eines solchen Versuchs war folgendes: 


1 l.c., S. 336. 
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Fermentmenge Nach 30 Min. Nach 2 Std. Nach 4 Std Nach 24 Std 
1,0 _ - _— 
05 = _ — = 
0,25 + + — 
0,125 +- ++ . 
0,0625 - ++ + <f 
0,082 . +++ TTT TTT 
0,016 . dosdeske +++ 
0,008 - _ ++4 
+++ Komplette Gerinnung. +-+ Fast komplett. + Partiell-fliissig. 


Auffallend bei diesem Resultat ist zunichst, daB in den ersten 
Glaschen, die die gréBten Fermentmengen enthalten und deshalb die 
stirkste Wirkung erwarten lieBen, der Effekt ein negativer und erst 
bei den stirkeren Verdiinnungen eine Gerinnung zu verzeichnen ist 
Die Erklarung hierfiir ist gegeben in der stark tryptischen Eigenschaft 
der Fermentlésung, die besonders befihigt ist, Fibrin zu verdauen 
Danach versteht man, daB die ersten auftretenden Spuren von Fibrin 
durch die in den ersten Glaschen noch sehr wirksame Tryptase sofort 
wieder der Auflésung anheimfallen. Dementsprechend sehen wir auch, 
daB die in dem dritten Glaschen (0,25) nach 30 Minuten aufgetretene 
partielle Gerinnung, nach 4 Stunden wieder verschwunden ist, und 
daB die in dem vierten Glaschen (0,125) eingetretene betrachtliche 
Gerinnung nach 4 Stunden wieder schwacher wird und nach 24 Stunden 
vollkommen aufgehoben ist. Deshalb fielen auch meine ersten Ver 
suche, die ich bei einer Temperatur von 38° C ausgefiihrt hatte, simtlich 
negativ aus, und erst als ich bei Zimmer- oder Eisschranktemperatur 
arbeitete, bekam ich gute Resultate. Obiger Versuch ist zuniichst 
bei 18°, dann bei 6 bis 7° durchgefiihrt. 

Es fragt sich nun, wie soll man diese koagulierende Wirkung der 
Takadiastase auffassen, als eine Fermentwirkung oder als einen physi- 
kalischen ProzeB, bedingt durch die entgegengesetzte Ladung zweiet 
Kolloide? Damit kommen wir zu der Streitfrage, die selbst fiir das 
so unendlich viel untersuchte Fibrinferment bzw. Thrombin bis heute 
noch keineswegs entschieden ist. 

Vom Fibrinferment ist die Wirkung der Takadiastase jedenfalls 
in dem einen Punkte grundverschieden, daB die Takadiastaselésung 
beim Stehen an Wirkung nichts oder nur wenig verliert, und daB auch 
Erhitzen auf 65°C, wobei Amylase und Trypsin, wie ich oben gezeigt 
habe, stark geschadigt oder gar vernichtet werden, an der koagulierenden 
Wirkung nicht viel andert. Ja, kurzdauerndes Erhitzen hat soga: 
einen giinstigen EinfluB auf die Fibrinogen umwandelnde Wirkung 
der Takadiastase insofern, als infolge der Zerstérung des Trypsins 
auch in denjenigen Portionen, bei denen sonst das gebildete Fibrin 
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lurch das Trypsin sofort wieder verdaut wird, das Fibrin sich ungestért 
ibsetzen kann. Dementsprechend findet man mit einer vorher auf 
65°C erhitzten Fermentlésung im Gegensatz zu obigem Versuch in 
Glaschen 1,0 und 0,5 schon nach 2 Stunden komplette Gerinnung, und 
diese Gerinnung bleibt hier und in den nachfolgenden Glaschen auch 
noch nach 24 Stunden unverandert bestehen. 


Auf Grund dieser erheblichen Hitzeresistenz neigten wir der Ansicht 
zu, daB diese Wirkung der Takadiastase aufzufassen ist als die Wirkung 
eines Kolloids, das die entgegengesetzte elektrische Ladung_ besitzt 
wie das Fibrinogen. Letzteres hat als globulindhnlicher Kérper eine 
positive elektrische Ladung. Demnach muBte, wenn unsere Annahme 
richtig war, die Takadiastase eine negative Ladung zeigen. Denn nur 
entgegengesetzt geladene Kolloide kénnen sich gegenseitig ausfallen. 
Ich versuchte die Frage zu entscheiden durch positiv und negativ ge- 
ladene Metalle und Farbstoffe ; von Metallen verwandte ich das positive 
kolloidale Eisen und das negative Arsensulfidsol, von Farbstoffen das 
positiv geladene Nachtblau und das negative Kongorot. 


Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB ich zuniichst von jedem 
Metall-Sol eine Reihe mit absteigenden Mengen ansetzte und zu jedem 
Glaschen die gleiche Menge Takadiastaselésung zufiigte. Dabei zeigte 
sich, daB mit kolloidaler Eisenlésung in einzelnen Glischen starke 
Fallung auftrat, wihrend Arsensulfidsol in simtlichen Konzentrationen 
ohne EinfluB8 blieb. Entsprechende Versuche wurden mit den beiden 
Farbstofflésungen angestellt. Das Resultat fiel ganz analog den Metall- 
versuchen aus; das positive Nachtblau rief verschiedentlich starke 
Fallung hervor, Kongorot dagegen war in allen untersuchten Konzen- 
trationen wirkungslos. 

Hiernach diirfte wohl der Schlu8 berechtigt sein, daB die Taka- 
diastase eine negative elektrische Ladung besitzt. 

Damit ist natiirlich noch keineswegs gesagt, daB unsere Annahme 
eines physikalischen Vorganges bei der Koagulation von Fibrinogen 
durch Takadiastase bewiesen ist. Der Nachweis, daB die Takadiastase 
ein negativ geladenes Ion ist, besagt nur, daB nichts gegen eine solche 
Annahme spricht. 

Zu dem gleichen Resultat beziiglich der elektrischen Ladung der 
Takadiastase sind, wie wir erst nach Abschlu8 unserer Versuche er- 
fuhren, Goodwin und Hanger! gekommen auf Grund von Verteilungs- 
versuchen zwischen Gelatine und itiberstehender Fliissigkeit bei ver- 
schiedenem pu. 


1 T.C. Goodwin und J.C. Hanger, Proc. of the soc. f. exper. biol. and 
med. 28, 261, 1926. 
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Zusammenfassung. 


1. Das Wirkungsoptimum der in der Takadiastase enthaltenen 
Amylase liegt fiir Starkespaltung bis zum Dextrin bei py = 6,2 bi 
7,2; das der Tryptase fiir Gelatinespaltung bei py = 7,7 bis 8,3, fit 
Fibrinspaltung bei pg = 8.2 bis 8,6, das des Labfermentes lx 
pu 5,2 bis 6,7. 

2. Fibrinflocken adsorbieren ebenso wie Trypsin auch Diastas: 
Lipase und Lab. Unter geeigneten Versuchsbedingungen gelingt dix 
Ablésung der Fermente von den Flocken mit Hilfe schwacher Sauren 
und Alkalien. Sie gelingt auch, wenn man z. B. eine Fermentflocke 
auf Starkelésung wirken |a4Bt; es findet sich dann in der abgebauten 
Starkelésung neben Diastase auch Trypsin. 

3. Erhitzen einer Takadiastaselésung auf 65°C wahrend 10 Mi 
nuten schadigt die Amylase sehr stark, in Gegenwart von NaCl und 
KCl starker als in destilliertem Wasser. Schiitzend auf die Amylas« 
wirken dagegen anorganische wie organische Ca-Salze, aber nicht Ba 
und Mg-Salze; diese wirken vielmehr stark schidigend. Das gleiche 
Verhalten zeigte auch die Tryptase, nur wird diese durch die gleiche 
Hitzewirkung viel starker angegriffen als die Amylase. 

4. Metallisches Eisen, Nickel, Kobalt und Kupfer sind ohne Einflu8 
auf die Amylase, nur Zink ruft eine Schidigung hervor. Trypsin wird 
aber auBer durch Zink auch durch Kupfer und in geringem MaBe auch 
durch Eisen geschadigt. Ebenso wie die Amylase durch Sublimat 
inaktiviert und durch geeignete Dosen von NaCN wieder reaktiviert 
werden kann, gelingt es auch, Trypsin durch Sublimat reversibel zu 
inaktivieren. Nur sind hierfiir und fiir die Reaktivierung durch NaC N 
weit gréBere Mengen erforderlich. 

5. In der Takadiastase findet sich eine Phenoloxydase, die nw 
zweifach hydroxylierte Benzolderivate zu oxydieren vermag; gegen 
Tyrosin ist sie wirkungslos. 

6. Unter geeigneten Versuchsbedingungen vermag die Taka 
diastase Fibrinogen in Fibrin umzuwandeln. Dieser Vorgang wird 
aufgefaBt als ein physikalischer ProzeB, bedingt dadurch, daB das 
negativ geladene lon der Takadiastase das positiv geladene Fibrinogen 
gur Entladung bringt. Die negative Ladung der Takadiastase wird 
bewiesen durch ihr Verhalten positiven und negativen Metall- und 
Farbstoffsolen gegeniiber. 
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Einige orientierende Versuche iiber die physiologische Wirkung 
von zwei Disulfonen. 


Von 
A. Réesei (Briinn). 
(Aus dem Mahrischen Landesforschungsinstitut zu Briinn.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1927.) 


Zwischen chemischer Konstitution und physiologischer Wirkung 
konnte bisher nur fiir wenige Verbindungen eine GesetzmaBigkeit 
aufgestellt werden. 

Die Untersuchungen von E. Fischer und J. Mering' iiber die 
substituierten Barbitursauren ergaben, daB die hypnotische Wirkung 
durch Einfiihtung von Alkylgruppen bis zum Propyl, Isopropyl ge- 
steigert wird. Von Piopyl aufwarts wird die Wirkung wieder ab- 
geschwacht. Ungesattigte Radikale, wie Allyl, Propenyl wirken starker 
als die zugehérigen gesattigten. Durch eine gliickliche Kombination 
der Substituenten kann eine potenzierte Wirkung hervorgerufen werden 

In der Reihe der Disulfone besteht auch eine gewisse RegelmaBigkeit. 
In den Verbindungen 

R, SOn Rs 

R,SO,.~ R, 
wo R,_, Alkylgruppen darstellen, ist die Anwesenheit von zwei Athyl- 
gruppen eine Bedingung fiir die hypnotische Wirkung. Durch Ein- 
fiihrung von weiteren Athylgruppen wid die Wirksamkeit gesteigert. 
Die bekannte, wirksamste Verbindung der Reihe ist das Tetronal. 

Nach der Analogie der erhéhten Wirkung der Substituenten in 
der Barbiturséure- und Disulfonreihe war anzunehmen, daB die Wirksam- 
keit durch Einfiihrung von Propyl auch tiber das Tetronal hinaus sich 
steigern 14Bt. Der Vergleich der narkotischen Wirkung auf Kaul- 


: Therapie der Gegenwart 1903, S. 97. 
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quappen des Sulfonals mit dem von Récsei! dargestellten Butyron 


didithylsulfon [(C,H, SO,).:C: (C,H,),] bestatigte die obige Annahme. 


Kaulquappen, 14 Tage alt (15 Stiick), werden in die wasserige Lésung 
von Butyron-diaéthylsulfon verschiedener Konzentration und zum Vergleic! 
in Sulfonal gegeben. 





Einwirkungs- Butyron-diathylsulfon Sulfonal 
dauer 
konz. 1 ; 2500 1: 20000 1: 1000 
1 Min. wenig Bewegung 
2 ” ganz gelahmt 
; « - wenig gelahmt 
. _ - wenig Bewegung - - 
ganz gelahmt ganz gelahmt 


Die narkotisierten Tiere wurden gewaschen und in frisches Wasser 
gegeben. Die Kaulquappen aus der starkeren Butyron-diathylsulfon-Lésung 
zeigten nach 10 Minuten beginnende Bewegung, nach 30 Minuten all 
gemeine Bewegung und nach 40 Minuten waren sie ganz munter, wahrend 
die aus der Sulfonallésung sich erst nach 40 Minuten bewegten und nac! 
80 Minuten sich ganz erholt hatten. 


Die Wirkung von Butyron-didthylsuljon auf Kaulquappen zeigt 
also in bezug auf Konzentration eine ungefihr 20fach. und in bezug 
auf Zeit eine ungefahr 30fach starkere Wirkung als Sulfonal. Aus de: 
gleich starken Narkose erholten sich die Tierchen aus Butyron-diathy! 
sulfonlésung doppelt so rasch als aus der Sulfonallésung. 

Auch das Cyclohexanon-didthylsulfon (Récsei!), dem folgend 
Konstitution zukommt 

‘ CH, CH, 

CH, C(SO,C,H,),. 
CH, CH, 
wurde auf seine physiologische Wirkung bei Kaulquappen und Meer- 
schweinchen gepriift. 


Die wisserige Lésung von Cyelohexanon-didthvlsulfon an 14 Tag 
alten Kaulquappen (15 Stiick) ergab folgende Wirkung: 





. : Schwache Vollstandige 
Konzentration Lahmung Lahmung 
1: 2000 sofort 10 Sek. 
1: 3000 1,5 Min. 3 Min. 
1:4000 a D... « 
1: 8000 8 YY 
1:10000 mw « 20 
1:15000 20 , 7 « 
1:30000 1 Stde. tritt nicht ein 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 60, 1420, 1927. 
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In einer Sulfonallésung 1: 1000 zeigten die Tiere, wie vorher, nach 
|) Minuten eine schwache, und nach 25 Minuten eine vollistandige Lahmung. 


C yclohexanon-diathylsuljon wirkt also auf Kaulquappen beziiglich 
Konzentration ungefahr zehnmal und beziiglich Zeit ungefahr zwanzigmal 


stirker narkotisierend als Sulfonal 


Die Tiere aus Cyclohexanon-diaéthylsulfonlésung wie auch aus 
Butyron-diathylsulfonlésung erholten sich aus der gleich starken 
Narkose schneller als aus der Sulfonallésung. 


Eine gréBere Konzentration durch kiirzere Zeitdauer wirkt also bei 
gleichem Effekt weniger schddlich als eine verdiinnte Lésung durch 


liingere Zeit. 
Die Versuche an Meerschweinchen verliefen folgendermaBen: 


1. Zwei Meerschweinchen, je 500g, wurde je 0,1 g Cyclohexanon- 
diithylsulfon in wiasseriger Suspension per os verabreicht. Nach einer 
halben Stunde schwache Lahmung. Nach 3 Stunden sind die Tiere ganz 
erholt. 

2. Zwei Meerschweinchen, 750 und 800 g, bekamen | g Cyclohexanon 
didithylsulfon in Olivendl gelést. Nach einer halben Stunden traten klonische 
Zuckungen, dann Schlaf und ein komadhnlicher Zustand ein. Im Laufe 
der Nacht starben beide Tierchen. 

3. Ein Meerschweinchen, 700 g, bekommt 0,7 g Disulfon in wasseriger 
Suspension. Nach einer halben Stunde trat eine anhaltende Lahmung, jedoch 
kein Schlaf ein. Nach 6 Stunden Schlaf mit klonischen Zuckungen. Nach 
10 Stunden komadhnlicher Zustand und dann nach einigen Stunden Tod. 
Das sezierte Tier zeigte eine Hyperimie der peripheren GefaBe. Der Magen 
enthielt eine groBe Menge einer alkalisch reagierenden Fliissigkeit. 


Aus der Hyperimie der peripheren GefaBe konnte auf eine temperatur- 
herabsetzende Wirkung des Cyclohexanon-diathylsulfons gefolgert werden. 

4. Einem Meerschweinchen, 650 g, wurden 0,2 g¢ Disulfon, in Olivendl 
gelést, sterilisiert und intramuscular injiziert. Die Kérpertemperatur des 
Tieres sank in 1% Stunden von 40,1 auf 38,5° herab. Von da an stieg die 
Temperatur bis 39,5° und hielt 5 Stunden hindurch an. 

5. 0,1 g Disulfon, in sterilisiertem Olivenél gelést, wurde einem Meer- 
schweinchen, 700 g, subeutan appliziert. In 1°4 Stunden sank seine Tem- 
peratur von 39,9 auf 38,5°, um wieder langsam zu steigen. 

6. 0,05g subcutan injiziert, zeigte bei einem 550g schweren Tierchen 
keine bemerkbare Wirkung. 


Dem Cyclohexanon-didthylsulfon geht also bei Meerschweinchen 
eine hypnotische Wirkung ab. Die narkotisch wirksame Gabe liegt der 
tédlichen Dosis sehr nahe. Die letale Dosis fiir Meerschweinchen betrigt 
ungefahr 1g pio Kilogramm Kéipergewicht. Uherraschend ist die 
stark temperaturherabsetzende Wirkung, die bisher bei keinem anderen 
Disulfon beobachtet wurde. 
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Nach der Theorie von Meyer! und Overton? soll die narkotiscl 
Wirkung eines Stoffes von dem sogenannten Teilungskoeffizienten 
Lipoidléslichkeit 
\ Wasserléslichkeit 
scheint diese Regel nicht giiltig zu sein, da es in Fetten ziemlich gut 


) abhangen. Bei Cyclohexanon-diathylsulfo: 


und in Wasser dagegen nur auBerordentlich wenig léslich ist. 


Herrn Doz. Dr .Krizeneckg, Vorstand der Biologischen Abteilung a 
dem Mahrischen Landesforschungsinstitut fiir Zootechnik, spreche ich fii: 
seine freundliche Aufnahme und Unterstiitzung meinen verbindlichste: 
Dank aus. 


' Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 1899, 8. 42. 
2? Studien tiber die Narkose. Jena 1901. 
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Studien iiber Phosphor- und Calciumstoffwechsel 
bei mangelhaften Kostformen. 


I. Mitteilung: 
Die Einwirkung ultravioletten Lichtes. 


Von 
Poul Schultzer (Kopenhagen). 
(Aus dem Laboratorium des Finsen-Instituts zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1927.) 


In diesem und den beiden folgenden Artikeln soll eine Reihe von 
Untersuchungen tiber den P- und Ca-Stoffwechsel bei Rattenjungen 
mitgeteilt werden, die auf mangelhafte Kostformen gesetzt waren. 
Fiir die wesentlichsten Versuche wurde Mc Collums (1) rachitogene 
Kost Nr. 3143 benutzt, die Ca-reich, aber relativ P-arm ist, und die 
nach Mc Collum nur wenig von dem antirachitischen Faktor enthalt. 
Es wurden auch Modifikationen dieser Kost angewandt, die sich von 
der urspriinglichen Zusammensetzung dadurch unterschieden, daB sie 
andere P- und Ca-Mengen enthielten. 

Die Absicht bei der Benutzung solcher Kostformen war die, Mangel 
im *Mineralstoffwechsel, besonders im P- und Ca-Stoffwechsel hervor- 
zurufen; solche Mangel waren zu erwarten, da Rattenjunge bei den 
angefiihiten Kostformen rachitische oder rachitisihnliche Knochen- 
veranderungen entwickeln. 

Man stellte sich die Aufgabe, den P- und Ca-Stoffwechsel teils 
vor, teils nach Instituierung einer Behandlung zu untersuchen, die die 
hervorgerufenen Knochenveranderungen zum Zuriicktreten oder ganz- 
lichen Verschwinden brachte. Die Behandlungsarten, um die es sich 
hier handelt, sind folgende drei. 1. Behandlung mit ultraviolettem 


Licht. 2. Behandlung mit Lebertran. 3. Behandlung durch Kost- 


anderung, die in einer Ausgleichung des mangelhaften P- und Ca- 
Gehalts der Kost bestand. Alle drei Behandlungsformen werden von 


410 P. Schultzer 


Mc Collum und anderen amerikanischen Forschern zur Herbeifiithruny 
einer Heilung der experimentellen Ratienrachitis als adiquat angefiihri 
In dieser Abhandlung sollen die Versuche mit Lichthbehandlung b: 
sprochen werden. 


Seitdem Huldschinsky in den Jahren 1919 bis 1920 Berichte iiber d 
Heilung von Rachitis mit ultravioletten Lichtbadern verdéffentlichte, is 
die Lichtbehandlung der Rachitis in der ganzen Welt aufgenommen worde: 
Eine natiirliche Folge davon war, da das Interesse fiir die Veranderunge: 
im P- und Ca-Stoffwechsel erwachte, die das Lichtbad eventuell hervorriet 
Orr, Holt, Wilkins und Boone (2) fanden bei einigen Versuchen an Kinder 
daB das ultraviolette Lichtbad eine erhéhte Resorption und Retentio: 
von P und Ca bewirkte. Ihre Versuche waren jedoch gering an Zahl un 
erstreckten sich nur iiber relativ kurze Perioden. 

Da jedoch Hess, Unger und Pappenheimer (3) und Powers, Pari 
Shipley, Me Collum und Simmonds (1) schon 1921/22 zeigen konnten 
daB das Licht auch einen heilenden EinfluB auf die experimentelle Ratten 
rachitis hatte, war die Médglichkeit, experimentelle Untersuchungen iib 
die Lichteinwirkung auf den P- und Ca-Stoffwechsel aufzunehmen, aut 
eine breitere Grundlage gestellt. Yon vornherein konnte man sagen, da 
die Untersuchungen an Rattenjungen ein sicheres Resultat als Unter 
suchungen an Kindern mii8ten ergeben kénnen. Der Grund hierfiir was 
zu allernichst der konstantere Verlauf experimenteller Rattenrachitis 
Dazu kommt, da8 das Wachstum von Rattenjungen so sshr viel lebhaft 
als das Wachstum von Kindern ist, weshalb man bei Rattenjungen weit 
groBere Ausschlige im Stoffwechsel als bei Kindern in Perioden von gleiche: 
Lange miiBte erhalten kénnen. Es sind denn auch von amerikanischer 
und englischer Seite Arbeiten iiber den P- und Ca-Stoffwechsel bei Ratten 
jungen bei einer Kost vom selben Typ, wie er hier angewandt wurde, e1 
schienen, aber erst beim Abschlu8 dieser Arbeit haben Webster und Hill (4 
(1925) einige Untersuchungen iiber die Einwirkungen von Licht und Leber 
tran mitgeteilt. Die genannten Verfasser haben keine detaillierte Dar 
stellung ihrer Befunde gegeben, aber es scheint aus ihren Arbeiten, dir 
jedoch nur wenige Tiere umfassen, hervorzugehen, da8 Licht und Lebertran 
die Retention von P und Ca vermehrte, und daB die Vermehrung auf eine: 
gréBeren Resorption beruht. Ahnliche Untersuchungen iiber die Licht 
einwirkung auf rachitische Ferkel wurden von Orr, Magee und Henderson (5 
und Henderson (6) gemacht, die dasselbe fanden. 


Technik. 


Die Versuchstiere waren weiSscheckige Rattenjunge, die 40 bis 50 ¢ 
pro Stiick wogen. Sie wurden immer so verwendet, daB den Versuchstieren 
Kontrollen innerhalb desselben Wurfes entsprachen. Die Zuchttiere wurden 
mit gemahlenem Hafer ernahrt, zu dem Zulagen von Milchpulver, Knochen 
mehl, Kohlblattern und Riiben gegeben wurden. Wenn die Jungen das 
angefiihrte Gewicht erreicht hatten, wurden sie vom Muttertier weg- 
genommen und in die Stoffwechselkafige iibergefiihrt. Das waren zylindriscly 
Kafige von galvanisiertem Eisenblech, deren Boden aus galvanisierten 
Drahtnetz bestand, das die Exkrete hindurch lieB. Die Kafige waren i: 
groBen Glastrichtern aufgestellt, in denen ein kleines paraffiniertes Drahtnetz 
angebracht war, das die Fazes auffing, wihrend der Urin durch die Trichte: 
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hre in einen darunter angebrachten Kolben herablief. Die Fazes wurden 
glich gesammelt. Die Tiere wurden bei der betreffenden Kost etwa 
ne Woche gehalten, bevor der Stoffwechselversuch selbst begann. Man 
nutzte FreBgefaBe von einer ahnlichen Konstruktion, wie sie .We Collum 
s zweckmaéSig zur quantitativen Bestimmung der verzehrten Menge 
ilverférmiger Kost angegeben hat. Die Tiere bekamen destilliertes Wasser 
zu trinken. Urin und Fazes wurden in Perioden von 4 Tagen untersucht. 


Die Tiere hielten sich wihrend des ganzen Versuchs in einem dunklen 
Thermostatenzimmer bei 21° auf. Wenn ein Lichtbad verabfolgt werden 
sollte, wurden die betreffenden Kafige von hier weggebracht, FreBnépfe 
ind TrinkgefaBe entfernt und die Kafige unter die Quecksilber-Quarzlamp« 
Bachsche Héhensonne) gebracht, die 10 Minuten vorher angestellt war. 

Die Exkrete wurden auf dem nassen Wege nach Neumann verascht, 
und nach beendeter Veraschung wurde die Séure auf ein bestimmtes Volumen 
verdiinnt, von dem Quotenteile zur P- und Ca-Analyse entnommen wurden. 
Bei dem ersten Versuch, der in mehrfacher Hinsicht eine Sonderstellung 
einnimmt, wurde Neumann-Gregersens Methode zur P-Bestimmung benutzt, 
wozu die ganze veraschte Menge verwandt wurde. Fiir die iibrigen Versuche 
henutzte man Kleinmanns nephelometrische Methode zur Phosphorséure 
hestimmung, eine Methode, die bei Kontrolluntersuchungen gute Resultate 
erwiesen hatte. Zur Calciumbestimmung brauchte man gleichfalls eine 
Mikromethode, die nach der de Waardschen Methode zur Ca-Bestimmung 
in Serumasche mit Beriicksichtigung der Shohlischen Untersuchungen 
liber die Bedeutung von pg in der Fiallungsfliissigkeit ausgebildet war. 
{uch diese Methode arbeitete zufriedenstellend, so da8 man bei beiden 
Methoden mit einem Fehler von héchstens 3°, rechnete. Die Analysen 
wurden als Doppelbestimmungen gemacht und die Mittelzahl genommen. 

Die Kostanalysen fiir P wurden nach Neumann-(Gregersen vorgenommon, 
wahrend die Ca-Analysen nach Me Crudden in der Shohlschen Molifikation 
gemacht wurden. 

Im Blutserum wurde der séurelésliche P nach Fallung mit Pikrinséure- 
Essigsiurelésung und der Serumkalk nach der de Waardschen Methode 
durch direkte Fillung bestimmt. In fast allen Fallen wurde jedoch sowohl! 
der sdéurelésliche P als auch der Serumkalk in derselben Serumprobe 
bestimmt. Man ging dabei in der Weise vor, da8B man zundchst den Serwn- 
kalk auf gewéhnliche Weise ausfallte und nach Zentrifugierung den séure- 
léshichen P in der tiberstehenden Fliissigkeit bestimmte. 


A. Nicht-rachitogene, P-arme Kost. 


Der erste Versuch, der sich in wesentlichen Punkten von den folgenden 
unterscheidet, betraf die Einwirkung des ultravioletten Lichtbades auf 
den P-Stoffwechsel bei Rattenjungen, die mit einer P-armen Kost ernahrt 
waren, die in mehrfacher Hinsicht mangelhaft war. Die Zusammensetzung 
der Kost war folgende: 


Gereinigtes Edestin. . ....... . . 20 Teile 
SE 25d) <5 arte eo oka e. SS ON oS 
ee es ob ts. S a a ee 6 Se ae Oe 
Ee ee ge ee ee ae ek a oe 
NS Pt oe ee ee eee ee ee ee ee 
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Die 7 Teile Salzmischung kamen durch Mischung von 6,48 Teil 
Korenchevskyscher (7) Salzmischung Nr.4 mit 0,52 Teilen  folgend 
Phosphatmischung zustande: 


Sekundares Kaliumphosphat. ... . . . 20,0 Teile 
Primares Natriumphosphat ...... . 10,0. ,, 


Diese Kost war P-arm, indem sie 0,100°% P enthielt. Der Gehalt a 
Ca war etwa 0,44°,. Bei dieser Kost wuchsen die Rattenjungen nich! 
unter anderem weil sie in bezug auf den wasserléslichen P-Stoff mangelhatt 
war, und weil ihrem Proteinstoff die Aminoséure Lysin fehlte, was fiir 
das Wachstum notwendig ist (We Collum). Das Edestin hatte man gewah!t 
weil es phosphorfrei ist; die Absicht bei der Benutzung dieses Proteinstoffs 
war urspriinglich die, daB man dadurch imstande war, den P-Gehalt de1 
Kost vollstandig zu beherrschen. Die daraus sich ergebernden Unbeque: 
lichkeiten waren jedoch so groB, daB man spater von dieser Forderung absah 

Zum Versuch wurden sechs Rattenjungen vom selben Wurtf, I, bis I, 
verwandt. Der Stoffwechselversuch erstreckte sich iiber sechs Periode: 
zu je 4 Tagen. Drei der Tiere (I, bis I,) wurden in den vier letzten Perioden 
(Nachperioden) taylich mit der Bachschen Héhensonne 15 Minuten lang 
bei einem Lampenabstand von 50cm bestrahlt. 


Kontrolltiere. 











I, Ip I; 
Datum § Gewicht PsRetention Gewicht P-Retention Gewicht P+Retention 
e my 8 mg 3 mg 
. 63 53 51 
a. 60 51 52 
5. . | 65 - 52 oo 50 - 
19. II. 61 76 49 < 5 1 48 9's 
28. II. 61 . 48 o 46 “9 
po a 6,0 . 3,1 - 34 
a. 2. 58 3'6 46 14 45 99 
2. ITI. 55 49 42 21 42 20 
6. TIT. 54 " 42 “a 41 i 
Lichtbehandelte Tiere. 
(Ultraviolettes Licht vom 19. Februar.) 
le I; Ig 
Datum Gewicht | ~ PeRetention Gewicht P-Retention Gewicht P-Rentention 
8 mg ry mg mg 
Riv Fa 62 49 60 
11. I. 66 49 55 
. - 05 ; . s i 
15. IL. 65 a 48 it 58 , ; 
19. I. 67 9's 47 81 52 44 
23. II. 63 10-4 45 83 53 ya 
97 . ’ st x ‘oO 
27. I. 61 98 44 59 51 56 
2. TI. 59 BY; 42 48 49 53 
6. TLL. 58 7 41 " 47 ~ 


Aus den Tabellen geht hervor, daB die Kontroll- und die Versuchstie: 
nicht nur nicht gewachsen waren, sondern sogar an Gewicht verlore: 
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itten. Beim Vergleich der zwei Tabellen sieht man, daB die zwei Tier- 

uppen sich in dieser Beziehung gleich verbielten. In bezug auf ihre 
RKetentionsverhaltnisse bestand jedoch ein bedeutender Unterschied. 
Wahrend die P-Retention bei den Kontrolltieren von Periode zu Periode 
ziemlich gleichmaBig fiel, trat bei den lichtbehandelten Tieren eine absolute 
und relative Steigerung in der P-Retention ein, so daB die Lichtbehandlung 
bewirkte, daB die Tiere I, bis I, ungefihr doppelt soviel P wie die Kontroll- 
tiere in den Nachperioden retinierten: 





P-Retention in mg 


Kontrolltiere Lichtbehandelte Tiere 
Vorperioden . . ; 48.8 48.9 
Nachperioden 1 43,9 80.5 


Bei Durchsicht des Stoffwechselergebnisses zeigte es sich, daB die 
erhéhte Retention durch eine verminderte P-Ausscheidung in Urin und 
Fazes zustande kam. 

Nach AbschluB des Stoffwechselversuchs wurden alle sechs Versuchs- 
tiere getétet. Bei der Sektion bot das Knochensystem keine makro- 
skopischen Zeichen von Rachitis. Der saéurelésliche P im Blutserum det 


Tiere lag auf annadhernd derselben Héhe. 





Ratte mg: saurelésliches P 
I, 6.5 
ly 8,3 Kontrolltiere 
I. 8.5 
l, verl. gegang. lichtbehandelte Tiere 
I, 8.9 
I, 7,5 


Man kann hieraus schlieBen, daB das ultraviolette Lichtbad im- 
stande ist, die P-Retention in einem betrachtlichen Grade bei Ratten- 
jungen zu verbessern, die eine P-arme Kost erhielten, bei der sie keine 
makroskopisch wahrnehmbare Rachitis entwickelten. 


B. Rachitogene, P-arme Kost (Nr. 31438). 


In den folgenden Versuchen wurde die Einwirkung des Lichtbades auf 
den P- und Ca-Stoffwechsel bei Rattenjungen untersucht, die mit einer 
Kost ernahrt wurden, die makroskopische Knochenveranderungen hervor- 
rief. Es wurden hierzu verschiedene Kosttypen benutzt. Die erste der- 
selben war Ca-reich, aber relativ P-arm (A/c Collums Nr. 3143). Die Knochen 
veranderungen, die von dieser Kost bewirkt wurden, entsprachen denen, 
die von Mc Collum und seinen Mitarbeitern als charakteristisch fiir die 
experimentelle Rattenrachitis (eventuell in Verbindung mit Osteoporose) 
angesehen werden, nimlich weiche Knochen, Schwellung der costo-chon- 
dralen Verbindungen sowie verbreiterte Epiphysenlinien und verschieden 


andere. 
Die Kost war die von McCollum angegebene rachitogene Kost Nr. 3143. 
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Me Collums Kost Nr. 3143. 


Gemahlener Weizen ........ . . 33 Teile 
Ss aan ee 
Pulverisierte Weizengluten ....... 15 
o Se OS Se Sng @ ER 
eee rae 
a a ee a 
Diese Kost enthielt 0,240°, P und 1,16°, Ca. Der Ca-Gehalt wa, 


etwas geringer, als der Berechnung entsprach, was auf der Feuchtigk 
des benutzten Calciumecarbonats beruhte. 


Die Versuche erstreckten sich iiber fiinf Perioden zu je 4 Tagen. Di 


Lichtbadbehandlung begann mit der dritten Periode. 


Kontrollen. 


Fiir die Kontrollratten soll zunéchst angefiihrt werden, wieviel dies: 
durchschnittlich pro Tag in den Vorperioden (d. h. den zwei ersten Periode: 
und in den Nachperioden (d.h. in den drei letzten Perioden) retinierte: 


Daneben wird angegeben, wieviel die Tiere durchschnittlich an Gewich: 


pro Tag in den betreffenden Perioden zunahmen. 








Ill, Ill, 
Gew.Verm. P-Retention Ca-Retention Gew.+Verm. P.«Retention CasRetent 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
g mg mg g mg mg 
5 Vorperioden 1.0 3,0 4.4 1,8 6.8 5,1 
Nachperioden 1,0 3,1 3,9 1,4 5.6 4.6 
IV; IV. 
Gew..Verm. P-Retention CasRetention Gew+Verm P-Retention Ca-Retent 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
g mg mg ry mg mg 
Vorperioden 0.8 6.6 15.0 1,4 7,1 14.6 
Nachperioden 1,3 8.0 13.8 1,2 4.0 8.7 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB diese Tiere eher weniger P 
und Ca in den Nachperioden retinierten, ausgenommen Ratte LV, 
die in den Nachperioden mehr P pro Tag als in den Vorperioden reti 
nierte. Als eine Erklarung dafiir, daB sich diese Ratte in dieser Be 
ziehung anders als die iibrigen Kontrollratten verhielt, soll angefiihrt 
werden, daB ihr Wachstum aus einem oder dem anderen Grunde in den 
Nachperioden lebhafter als in den Vorperioden war. 


Wie der Retentionspiozentsatz sich verhielt, und wie die pr 
zentische Ausscheidung in Urin und Fazes in den Vor- und Nac! 
perioden war, geht aus untenstehender Tabelle hervor. 
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P Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retention 
II, 
\< rperioden ‘ 2 &3 15 93 73 4 
Nachperioden 5 81 14 23 74 4 
I, 
Vorperioden . l bb 34 33 59 Ss 
Nachperioden 3 72 25 30 65 4 
IV, 
Vorperioden 3 64 33 28 56 16 
N ichperioden ; 62 35 27 60 13 
IV, 
\ or peri den . 2 6b 81 93 63 14 
Nachperioden 2 80 17 20 72 8 


Nach AbschluB der Versuche wurden die Tiere getétet; sie wurden 
seziert und der saéurelésliche P und Serumkalk bestimmt. 





Ss > S 
—e aureloslicher F Serumkalk Sektion 
mg" |» mg" 6 

Il, 6.8 12,1 Stark aufgetriebene costochondrale 
Verbindungen. Rippenfrakturen; 
Harrisonsche Furche; breite Epi- 
physenlinie; weiche Knochen. 

Hl, verlorengegang 13,2 Verdickte costochondrale Verbin- 


dungen; sehr breite Epiphysen- 
linie, weiche Knochen. 

IV, 6.5 12.4 Leicht verdickte costochondrale Ver- 
bindungen; breite Epiphysenlinie, 
weiche Knochen. 

IV, 5.6 12.6 Verdickte costochondrale Verbin- 
dungen; breite Epiphysenlinie; 
weiche Knochen. 


Aus den Sektionsbefunden geht hervor, daB es sich um sehr aus 
gesprochene pathologische Veranderungen vom selben Aussehen gehandelt 
hat, wie sie von We Collum und seinen Mitarbeitern beschrieben sind. 
Auch die chemische Untersuchung des Blutserums ergab Veréinderungen, 
da der séurelésliche P stark herabgesetzt war. Eine Kontrolluntersuchung 
von zwélf normalen Rattenjungen ergab einen Durchschnittswert von 
11,0 mg-°,, P, mit allen Werten innerhalb des Intervalls 9,7 bis 13,5 mg 
liegend. Das besagt also, daB der séureldsliche P bis auf etwa die Halfte 
des Normalwertes herabgesetzt war. 

DaGB eine Herabsetzung des séureléslichen P fiir die menschliche 
Rachitis charakteristisch ist, wurde erst von Iversen und Lenstrup (8) und 
Howland und Kramer (a) gezeigt. Eine entsprechende Herabsetzung bei 
der P-armen Rattenrachitis wurde von Howland und Kramer (9b) u. a. 


nachgewiesen. 
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Im Gegensatz zu dem séureléslichen P war der Serumkalk nicht s 7 
verandert. Bei den zwélf normalen Rattenjungen fanden sich dur 
schnittlich 11,0 mg-°, Ca, und die Zahlen variierten zwischen 9,5 u 
11,6 mg-%. 
Im Vergleich hiermit scheinen die gefundenen Werte etwas hohe 
sein, wenn auch sichere Schliisse aus den wenigen Zahlen nicht gezog Vor} 
werden kénnen; jedoch habe ich aus einer Reihe anderer Untersuchung: Nacl 
gesehen, daB das Phinomen recht konstant ist. Es kann auch gar ni 
wundernehmen, dai die kalkreiche Kost imstande ist, den Serumka!} 
spiegel etwas zu heben ; beim Menschen haben Jansen (10) und Bluehdorn (1 | Vor] 
und beim Hunde hat Hyjort (12) eine Steigerung des Serumkalkspieg: : 
bei peroraler Verabfolgung von Kalksalzen geseh “nh. Nack 
Ultraviolettes Licht. 
Die Ratten III, und IIl, — vom Wurf III bekamen die letzt: meh 
12 Tage von den 20 Tagen des Stoffwechselversuchs taglich ein Lichtba beri 
von 30 Minuten mit der Quecksilber-Quarzlampe in einem Abstand von | ehel 
Das Endresultat des Stoffwechselversuchs wird unten auf dieselb ihre 
Art angegeben wie fiir die Kontrollratten. 
IN Il, nach 
Gew.-Verm. P-Retention CasRetention Gew.-Verm. P-Retention Ca-Retent == 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
g mg mg g£ Ing mg R 
Vorperioden 0,6 2.5 5,1 1,3 4.3 9.1 I 
Nachperioden 0,8 7.3 9.0 0.6 6.2 11.0 
Hiernach stieg bei der Lichtbehandlung bei beiden Ratten sowo! 
die P- als auch die Ca-Retention. Die Steigerung war bei III, sehr b 
trachtlich, wahrend sie bei III[, nicht so groB war. Diese Tiere verhielt: 
sich jedoch, was ihre Wachsturmsverhiltnisse betrifft, in den Vor- w I 
Nachperioden durehaus nicht gleich. Das eine, III,, nahm namlich 0,8 ¢ 
pro Tag in Nachperioden zu, gegen 0,6 g in den Vorperioden. IIT, nal 
dagegen in den Nachperioden weniger zu, namlich 0,6 g¢, gegen 1,3 g¢ pn 
Tag in den Vorperioden. Infolgedessen vermindert sich der Unterschi: beh: 
zwischen III, und III,, da es leicht verstandlich ist, da®B IIT,, das seu hatt 
Kérpergewicht nicht so stark wie III, vermehrt, sondern sogar langsame: oo « 
als vorher wiachst, keine so groBe Férderung der Retention wie ITI, au! mit 
weisen kann. daB 
Im Vergleich mit den Kontrollen, besonders III, und ITI,, die vor ents 
selben Wurf waren, zeigten die lichtbehandelten Tiere also einen bedeutende: Ser 
Fortschritt in der Retention sowohl des P wie des Ca. ihn 
Bei der Frage, wie diese vermebrte Retention zustande kam, muB mar daB 
die verschiedenen Posten in der Stoffwechselrechnung betrachten, um zu Beo 
entscheiden, ob sie auf einer Verminderung der Ausscheidung mit de 
Fazes oder im Urin beruhte. 
Im folgenden sollen wie fiir die Kontrollratten die prozentisct 
Werte der Retention und die in Urin und Fazes ausgeschiedenen P- uw bei 
ei 


Ca-Mengen angefiihrt werden. 
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P Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retention 

lil 
VYorperioden. . 2 S4 14 21 73 6 
Nachperioden . 4 57 39 26 65 y 

ll, 
Vorperioden. . 3 73 23 25 65 10 
Nachperioden . 6 61 30 26 63 11 


Aus diesen Zahlen geht mit Deutlichkeit hervor, daB die ver- 
mehrte Rentention auf einer verminderten Ausscheidung mit den Fazes 
beruht. Die Ausscheidung im Urin lag wahrend der Lichtbehandlung 
eher etwas héher. Das will also sagen, daB die Retentionsvermehrung 
ihren Grund in einer gréBeren Resorption sowohl von P wie von Ca hatte. 


Wie die Kontrollen, wurden die lichtbehandelten Tiere ummittelbar 
nach AbschluB des Stoffwechselversuchs getétet. 





Saureloslicher P Serumkalk 


Ratte Sektion 

mgs mg: 

IIT, 9,2 13,9 Thorax mit rachitischen Verinde- 
rungen. Rippenfrakturen und ver- 
dickte costochondrale Verbin- 
dungen. Epiphysenlinie schmal 
recht harte Knochen. 

Ill, 12,2 15,2 Thorax normal. Epiphysenlinie fast 


normal: harte Knochen 


Aus der Sektion ging hervor, da8, wenn auch die 12 Tage lange Licht- 
behandlung die rachitischen Veranderungen nicht zum Schwinden gebracht 
hatte, jedenfalls nicht bei ITI,, die pathologisch-anatomischen Veranderungen 
so sehr zuriickgegangen waren, daB sich ein sehr bedeutender Unterschied 
mit den Kontrollen zeigte. Gleichfalls hatte die Lichtbehandlung bewirkt, 
daB die Werte fiir den séureléslichen P bis ganz zu den normalen Werten 
entsprechend dem gewdéhnlichem Befund, sich gehoben hatten. Beim 
Serumkalk war die Eigentiimlichkeit zu beobachten, daB die Lichtbehandlung 
ihn anscheinend so sehr iiber das Niveau der Kontrolltiere gehoben hatte, 
da8 man versucht sein kénnte, von einer Hypercalecimie zu sprechen, eine 
Beobachtung, die ich spaéter durch einige Kontrollversuche bestatigen konnte. 


C. Rachitogene, Ca-arme Kost. 


Ganz entsprechende Stoffwechselversuche wurden mit Rattenjungen 
bei einer Ca-armen Kost vorgenommen. Diese Kost stellte ich durch 


Biochemische Zeitschrift Band 188. 27 





418 P. Schultzer: 


Modifikation von Mc Collums Kost Nr. 3143 her, so daB sie folgende Z 
sammensetzung erhielt: 


ne ss sc la Ske Mw ee we 6 ce ee ee 
oS ne eee re 
CO Eee oe ee 
0 ee ee ere 
ea ee ee 1,0 
CS ae Cee ee 


Die angewandte Phosphatmischung bestand aus zwei Teilen seku 
darem Calctumphosphat und einem Teile priméren Natriumphosphat 
Die Analysen dieser Kost ergaben, daB sie 0.594% P und 0,092°, ( 
enthielt. 


Kontrollen. 


Das Resultat des Stoffwechselversuchs an den drei Kontrollratten V! 
VI, und VI, geht aus den folgenden Tabellen hervor: 








Vi, ‘ly VI 
= ~ § = ¢ = : ¢ 
a J = => ~ ow = = == a =o 
oe =e c.® oe «a e.@ Pet > Pwd 
>= ce s& om Se ha >e s= 
m A . = =. Se A ee 
" &=: : e ve c - ee 
eé “Ee —e? cc xe a -§ 25 ~ Ee 
2 5 7 re = = a = 
~ a © w~ — Oo ~ oe 
& mg mg g mg mg g mg 
Vorperioden . 0.6 09 OS 1,1 3.0 1.9 0.3 1.5 2.5 
Nachperioden 0.6 13 1.0 O08 24 2.2 0.5 1.2 1.9 


Berechnet man die prozentischen Retentionswerte der aufgenommene: 
Menge und gleichfalls dieselben Werte der Ausscheidungen mit Urin un 
Fiaizes, so erhaélt man untenstehende Zahlen: 





P Ny Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retentior 
VI, 
Vorperioden . 74 24 3 0 85 15 
Nachperioden 72 25 3 3 81 17 
VI, 
Vorperioden. . 69 23 S 0 68 32 
Nachperioden . 72 22 6 l 65 33 
VI, 
Vorperioden. . 73 23 | 4 0 57 43 
Nachperioden . 74 23 3 4 64 31 


Nach Abschlu8 des Stoffwechsels wurden die Tiere getétet und 
untersucht. 
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Ss ich P : Ik . 

Rette aureléslicher Serumka Sektion 

mee” |; mg” « 

VI, 12.3 6.0 Verdickte costochondrale Verbin- 
dungen ; mehrere Rippenfrakturen 
verbreiterte KE piphysenlinie ; weiche 
Knochen 

Vi, 10.5 6.4 Dasselbe 

VI. 11.1 7.2 Verdickte costochondrale Verbin- 


dungen ; mehrere Rippenfrakturen ; 
ziemlich schmale Epiphysenlinie 


Aus dieser Untersuchung geht hervor, daB diese Ratten in den 
untersuchten Punkten véllig dem Befund entsprachen, den Me Collum 
und seine Mitarbeiter an Ratten bei der sogenannten ,,calciumarmen 


‘ 


Rachitis“* beschrieben hatten. Wahrend die Zahlen fiir den saéure- 
léslichen P normal waren, fanden sich fiir den Serumkalk stark herab- 
gesetzte Werte. Diese Herabsetzung war so groB, daB sie die Gedanken 
auf die Herabsetzung lenkte, die sich sowohl bei spontaner Kinder- 
tetanie als auch bei experimenteller parathyreopriver Hundetetanie 
findet. Jedoch zeigten die Tiere keine Symptone, die auf Tetanie hin- 
weisen kénnten. 

Bei der Sektion fanden sich die gleichen makroskopischen pathologisch- 
anatomischen Verainderungen wie bei den Ratten bei der phosphorarmen 
Kost. Da ich keine histologischen Untersuchungen vorgenommen habe, 
bleibt die Frage offen, wieweit diese Veranderungen auch bei den mikro- 
skopischen Untersuchungen bei den beiden Kostproben tibereinstimmten, 
d. h. ob sie auf eigentlich rachitischen oder osteoporotischen Veranderungen 
beruhten. 

Ultraviolettes Licht. 

Die lichtbehandelten Ratten auf Ca-armer Kost, VI, und VI;, be- 
kamen wie die Ratten auf der P-armen rachitogenen Kost in den Nach- 
perioden tagliche Lichtbider. Das Lichtbad wurde in der gleichen Weis 
verabfolgt, nimlich Héhensonne (Hanau), jedoch 15 Minuten bei einem 
Lampenabstand von | m. 


Bei diesen Ratten fand sich folgendes: 





Vi, V1; 
Gew.sVerm. P-Retention CasRetention Gew..Verm. P-Retention |\CasRetention 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
& my mg & me meg 
Vorperioden 1,1 1.6 1,8 1,0 3,0 2,8 
Nachperioden 1.5 74 6,2 1.5 7.4 6.7 


Im Vergleich mit den Kontrollratten handelte es sich hier um eine 
sehr bedeutende Vermehrung von P- und Ca-Retention wahrend der Be- 
handlung mit ultraviolettem Licht, da die Werte in den Nachperioden 
zwei- bis dreimal héher als die Werte in den Vorperioden waren. 


27* 
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Wie diese groBe Retentionserhdhung zustande kam, wird man au 
den prozentischen Zahlen ersehen. 





%9 P Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retentior 

Vi, 
Vorperioden ee 7s 18 4 0 70 30 
Nachperioden . 74 il 15 0 17 83 

\ I, 
Vorperioden . 75 16 8 0 52 48 
Nachperioden 72 13 15 1 13 Sb 


Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die Retentionserhéhung ihre 
Ursache hauptsiachlich in einer stérkeren Resorption hatte. Fiir Ca 
liegen die Verhaltnisse sehr einfach, da die Tiere praktisch weder in 
den Vor- noch Nachperioden durch den Urin kein Caleium ausschieden 
In den Nachperioden wuchs die Resorption, und in der dritten Nach. 
periode lag die Resorption und damit die Retention dicht bei 100°, 

Die sehr betrachtliche Vermehrung der Retentionsprozente fiir P 
hatte neben der verminder:ten Ausscheidung mit den Fazes ihren Grund 
auch darin, da8 die prozentische Ausscheidung im Urin etwas abnahm 

Die Untersuchung nach dem Stoffwechselversuch ergab unten- 
stehendes Resultat : 





S S 

Rette enpsunrvesned P aennrrenns Sektion 

mg>' mg*°/ 

Vi, 10,8 11,4 Leicht verdickte costochondrale Ver 
bindungen; schmale Epiphysen- 
linie; Knochen etwas weich. be- 
sonders an den Epiphysenlinien 

VI, 10,4 11,5 Thorax normal; schmale Epiphysen 


linie; harter Knochen. 


Die Lichtbehandlung vermochte die niedrigen Werte fiir den Serum- 
kalk zu normaler Héhe zu bringen, wahrend der séureldsliche P auf den 
selben —' normalen Niveau wie bei den Kontrollratten blieb. 

Die Sektion ergab, da8 bei der einen Ratte- (VI,) die pathologisc! 
anatomischen Verainderungen von derselben Art wie bei den Kontrol! 
ratten, doch leichteren Grades waren, wahrend man bei der anderen nicht 
imstande war, etwas Abnormes durch die makroskopische Untersuchung 
nachzuweisen. 


DaS die Lichtbehandlung bei VI; im ganzen anscheinend normal: 
Verhaltnisse herbeifiihrte, ist eigentiimlich, wenn man diese Ratten aui 
Ca-armer Kost mit den entsprechenden Tieren auf P-armer Kost vergleicht 
Es ist der in die Augen springende Unterschied zwischen diesen beider 
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liergruppen, dal die Rattenjungen auf Ca-armer Kost weit weniger P 
und Ca als die anderen retinierten. DaB die P-Retention bei den ersten 
niedriger war, kénnte auf den ersten Augenblick merkwiirdig scheinen, 
aber es findet seine natiirliche Erklarung, wenn man den niedrigen Ca-Gehalt 
der Kost bedenkt. Selbst bei maximaler Ausnutzung des Ca-Gehalts der 
Kost wie bei der Lichtbehandlung ist es doch nur eine relativ geringe 
Retention, die hierdurch erreicht werden kann. Erinnert man sich dabei, 
daB bei wachsenden Tieren der allergréS8te Teil des aufgenommenen P 
zusammen mit Ca im Knochensystem abgelagert wird, so liegt die Annahme 
nahe, daB die niedrige Ca-Retention eine niedrige P-Retention mit sich 
bringt. 
D.-Nicht-rachitogene Kost. 


Im vorhergehenden wurden einige Versuche muitgeteilt, in denen 
man die Einwirkung des Lichtes auf P- und Ca-Stoffwechsel an Ratten- 
jungen bei gewissen mangelhaften Kostformen untersuchte. Die beiden 
ersten Kostformen waren phosphorarm, wahrend die dritte von ihnen Ca-arm 
war. AuBerdem zeichneten sich die letzten beiden von diesen Kostformen 
dadurch aus, daB sie arm an dem antirachitischen Faktor (Mc Collum) 
waren, wihrend die erste noch weitere Mangel hatte. Wie sich zeigte, 
wurde der P- und Ca-Stoffwechsel bei diesen Tieren deutlich vom Licht 
beeinfluft. 

Man stellte sich darnach die Aufgabe, zu untersuchen, wieweit das 
Licht eine Einwirkung auf den P- und Ca-Stoffwechsel bei Rattenjungen 
hatte, die eine Kost erhielten, die keinen Mangel in bezug auf P und Ca 
aufwies, deren Gehalt an antirachitischem Faktor jedoch rélativ gering 
war. Nach Mc Collum sollte man als Folge solcher Kost keine Entwicklung 
von Knochenveranderungen erwarten 

Die benutzte Kost hatte folgende Zusammensetzung: 


eS 6 is eas 3 ee Se eee Oe ee eee 
BE Rae aa a a ek a 
a a a | 
SS ee eee ee ee ae ee 
i a a ae ar ik a ie 
a ee ee ee ee 


also eine Kost, die wie die Kost Nr. 3143 zusammengesetzt war, nur mit 
dem Unterschied, daB sie 1,2 Teile CaCO, statt 3 Teile enthielt. Diese 
Kost enthielt 0,276°%, P und 0,542°%, Ca. Nach Mc Collum ist das ein 
gut abgestimmtes Verhaltnis zwischen P und Ca, und wie man gleich sehen 
wird, entwickelten die Tiere auch keine Knochenveranderungen in Richtung 
von Rachitis. 

Bevor die Stoffwechseluntersuchungen mitgeteilt werden, mu néher 
besprochen werden, was man bei einer Stoffwechseluntersuchung bei 
normalen Rattenjungen zu finden erwarten kann. Nach Analysen von 
Korenchevsky (4), Sherman und Pappenheimer (13), Buckner und Peter (14) 
und anderen wird das Skelett bei normalen Rattenjungen mit wachsendem 
Alter an Mineralbestandteilen schnell reicher. Das bedeutet natiirlich, daS 
man durch eine Stoffwechseluntersuchung wie diese gréBere P- und Ca- 
Retention in den Nachperioden als in den Vorperioden erwarten kann. 
Boas (15), die den P- und Ca-Stoffwechsel bei Rattenjungen untersucht 
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zu haben glaubt, hat jedoch eine mit dem Versuchsgang abweichend 
Retention gefunden. Das diirfte vermutlich daran liegen, daB die von ih 
verwendete Kost nicht zweckmaBig war, besonders beziiglich ihres Gehalt 
an Proteinstoffen. 


Kontrollen. 


Fiir die Kontrollratten VII, und VII, fanden sich bei der Stoffwechse! 
untersuchung folgende Zahlen: 





Vil, Vil, 
Gew..Verm. P-Retention Ca-Retention Gew.sVerm. PsRetention Ca-Retentior 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
2 mg mg g mg mg 
Vorperioden 1,9 11.4 17.8 2,8 14.8 21,1 
Nachperioden 1,8 9,7 17,3 2,1 16,1 26,3 


Bei der einen Ratte, VII,, zeigte es sich auch, daB die Retentionen 
in den Nachperioden gréBer als in den Vorperioden waren. Infolgedessen 
miiBte man fordern, daB die Lichtbehandlung eine gréBere Veranderung 
als die bei Ratte VIL, beobachtete bewirken sollte, bevor man von einer 
Wirkung des Lichtbedes sprechen kénnte. 


Der Retentionsprozentsatz und die prozentische Verteilung der Aus- 
scheidung mit Urin und Fazes finden sich unten. 





P Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retention 

VI, 
Vorperioden 2 + 54 44 23 42 36 
Nach perioden 2 62 36 13 54 33 

VII, 
Vorperioden. . 2 45 53 29 32 3g 
Nachperioden 2 5 92 23 33 48 


Wie friiher wurden die Tiere nach dem Stoffwechselversuch untersucht. 





Rete Saureléslicher P Serumkalk Sektion 

mg>® |, mg-” » 
Vu, 8.6 11,8 keine Rachitis 
Vo, 10,6 12,7 . 


Es fanden sich bei der Untersuchung keine Zeichen von Rachitis. 
Die Werte fiir den séureléslichen P und den Serumkalk waren normal, und 
die Sektion gab keine Anhaltspunkte fiir das Bestehen einer Rachitis bei 
den Tieren. Auch die Réntgenbilder zeigten nichts Abnormes. 
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d Ultraviolettes Licht. 


Die beiden lichtbehandelten Ratten VII, und VII, erhielten, wie die 
rrigen Ratten, taglich Lichtbader in den Nachperioden. Es wurden eben- 
alls 15 Minuten lang Lichtbaider mit der Héhensonne (Hanau) bei einem 
ampenabstand von 1m gegeben. Fiir diese Ratten fanden sich folgende 


It 


Zahlen: 





Vil, Vil, 
Gew..Verm. P-Retention Ca-Retention|’ Gew.Verm. P-Retention Ca-Retention 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
g mg mg g mg mg 
Vorperioden 2.9 17,1 22.4 1.6 11.2 17.4 
Nachperioden 2.1 15.9 29.6 1.9 14.1 23.6 


Die prozentischen Zahlen waren wie unten angefiihrt: 





P Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retention 
Vil 
Vorperioden ; 2 39 59 34 27 39 
Nachperioden . 3 48 49 23 31 46 
Vu, 
Vorperioden ey 3 52 45 25 P 40 35 
Nachperioden . 4 45 51 28 29 43 


Man ersieht hieraus, daB man in den Nachperioden keine Steigerung 
der P- und Ca-Retentionen nachweisen konnte, die wesentlich tiber 
das hinausging, was man bei der einen Kontrollratte, VII,, sah. Man 
muB folglich schlieBen, daB die Lichtbehandlung keine Einwirkung 
auf die P- und Ca-Retention bei diesen Ratten hatte, wenn die 
Kost keine Mangel beziiglich P und Ca aufwies. 


Als diese Tiere nach dem Versuch getétet und untersucht wurden, 
fand sich folgendes: 





Saureléslicher P Serumkalk 


Ratte Sektion 
mg. mg" | 

VII, 13.0 12,2 keine Rachitis 

VI, 12.8 12,4 ‘ 


Wie man ja auch gar nicht erwarten konnte, ergab diese Untersuchung 
keinen Grund zu der Annahme, da8 das Lichtbad irgendwelchen Einflu8 
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auf die Tiere gehabt hatte. Der Sektionsbefund war wie der bei den Kontr 
ratten; ebenso der Serumkalk. Die Werte fiir den séureléslichen P waren 
etwas héher als bei den Kontrollratten, aber gleichwoh! innerhalb d: 
Intervalls, das man bei normalen Rattenjungen gefunden hatte. 


Der besseren 


P. Schultzer: 


Ubersichtlichkeit halber sollen zum 
Versuchsresultate fiir die Tiere zusammengestellt werden, die Mc Collums 


Kost Nr. 3143 oder Modifikationen davon bekamen 


SchluB 


die 





Ill, Vorperioden 
Nachperioden 
III, Vorperioden . 
Nachperioden 


Ill; Vorperioden 
Nachperioden 
III, Vorperioden . 
Nachperioden 


VI, Vorperioden . 
Nach perioden 

VI, Vorperioden 
Nachperioden 

VI; Vorperioden . 
Nachperioden 


\ l, Vorperioden ° 
Nachperioden 
VI, Vorperioden . 
Nachperioden 


\ Ll, \ orperioden ° 
Nachperioden 
VII, Vorperioden . 
Nachperioden 


VII; Vorperioden . 
Nachperioden 
VII, Vorperioden . 
Nachperioden 


Gew.*Verm. P-Retention CasRetention 
pro Tag pro Tag pro Tay 


2 mg mg mg 


Rachitogene P-arme Kost (Nr. 3143 


Kontrollen. 


1,0 3,0 4.4 b.5 
1.0 3.1 3.9 
1.8 6.5 8.1 verlorengegang. 
1.4 5.6 4.6 
Lichtbehandelte Tiere 
0.6 2.5 5.1 9.2 
0,8 7,3 9.0 
1,3 4.3 91 12.2 
0.6 6.2 11,0 


Rachitogene Ca-arme Kost. 


Kontrollen. 


0.6 0.9 0.8 p 12.3 
0.6 1.3 1.0 
1,1 3.0 1.9 10.5 
0,8 2.4 2,2 
03 1.5 2.5 11,0 
0.5 1,2 1.9 


Lichtbehandelte Tiere 


1,1 1.6 1.8 10.8 
1.5 74 6,2 
1.0 3.0 2.8 10.4 
1.5 7.4 6.7 


Nicht-rachitogene Kost. 


Kontrollen. 


1.9 11,4 17.8 8.6 
1.8 9.7 17.3 
2.8 14.8 21.1 10.6 
2.1 16.1 26.3 


Lichtbehandelte Tiere. 


2.9 17,1 22.4 13,0 
2.1 15.9 29.6 
1.6 11,2 17.4 12,8 
1.9 14,1 23.6 


Saureléslicher P 


Serumkalk 


mg- 


6.0 


~! 
bo 


11.4 
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Zusammenfassung. 

Es wurde die Einwirkung von ultravioletten Lichtbadern auf 
den P- und Ca-Stoffwechsel bei Rattenjungen untersucht, die ver- 
schiedene Kostformen bekamen 

1. Zuerst wurde eine nicht-rachitogene Kostmischung benutzt, 
deren wesentliche Mangel ihre Armut an P und dem wasserliéslichen 
B-Stoff waren. Die Rattenjungen verloren bei dieser Kost an Gewicht. 
Das Lichtbad erhéhte die P-Retention betrachtlich. 


2. An Rattenjungen bei Me Collumscher rachitogener P-armer 
Kost Nr. 3143 bewirkte das Lichtbad eine vermehrte P- und Ca-Reten- 
tion. Die Ursache war eine gréBere Resorption. Die Lichtbadbehandlung, 
die 12 Tage dauerte, brachte die rachitischen Verainderungen zu sehr 
bedeutendem Riickgang. Der saurelisliche P wurde bis zu normalem 
Wert heraufgebracht, wahrend der Serumkalk iiber den Normalwert 
gebracht wurde. 

3. Bei einer Ca-armen Kost, die rachitisihnliche Knochen- 
verinderungen bei Tieren bewirkte, rief das Lichtbad eine bedeutende 
Vermehrung der P- und Ca-Retention hervor. Bei dieser Kost waren 
die Werte fiir die P- und Ca-Retention in den Vorperioden sehr niedrig, 
und selbst nach der Steigerung wihrend der Lichtbehandlung waren 
sie niedrig im Vergleich mit denen bei den Ratten bei Nr. 3143. Der 
Grund war der niedrige Ca-Gehalt der Kost. Selbst bei maximaler 
Retention blieb die Ca-Retention klein, wodurch auch die P-Retention 
niedrig bleiben muBte. Unter der Behandlung stieg der Serumkalk 
bis zu normalen Werten, wahrend sich der saurelésliche P auf normaler 


Hohe hielt. 


4. Beim letzten Versuch wurde eine Kost benutzt, bei der die 
Tiere keine rachitischen Verinderungen entwickelten. Diese Kost 
war wie Nr. 3143 zusammengesetzt, enthielt aber weniger CaC Qs. 
Es konnte keine Einwirkung des Lichtbades auf den P- und Ca-Stoff- 
wechsel konstatiert werden, wie auch keine Beeinflussung des saéure- 
léslichen P und des Serumkalkes zu verspiiren war. 

Danach hatte das ultraviolette Lichtbad einen bessernden EinfluB 
auf den P- und Ca-Stoffwechsel bei Rattenjungen, deren P- und Ca- 
Retention infolge Mangel der Kost mangelhaft war. Zum Eintreten 
dieser Wirkung war es nicht notwendig, daB die mangelhafte Kost 
rachitogen war. 
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Studien iiber Phosphor- und Calciumstoffwechsel 
bei mangelhaften Kostformen. 


II. Mitteilung: 


Die Einwirkung von Lebertran. 


Von 
Poul Sehultzer (Kopenhagen) 


(Aus dem Laboratorium des Finsen-Instituts zu Kopenhagen.) 


97 


(Eingegangen am 13. Juli 1927.) 


In einem friitheren Artikel habe ich das Resultat von Stoffwechsel- 
untersuchungen bei Rattenjungen mitgeteilt, wo die Fahigkeit des 
ultravioletten Lichtbades gezeigt wurde, die P- und Ca-Retention zu 
vermehren, wenn die Tiere bei einer Kost waren, die entweder in bezug 
auf P oder auf Ca mangelhaft war. Gleichzeitig hiermit wurde auch 
die Wirkung des Lebeltrans auf den P- und Ca-Stoffwechsel untersucht. 


Der Lebertran war auberordentlich lange Zeit sowohl von Arzten 
als auch von Tieraérzten gegen Rachitis angewandt worden. Da nach 
Analysen von Friedleben (1), Brubacher (2), Schabad (3) u. a. nachgewiesen 
war, da®8 rachitische Kinderknochen eine geringere Menge von Asche 
bestandteilen als die Knochen normaler Kinder enthielten, lag der Gedanke 
nicht fern, daB die Heilung der Rachitis unter einer erhéhten P- und Ca- 
Retention vor sich ging. Schabad fand denn auch, daB Lebertranmedikation 
die P- und Ca-Retention bei Rachitikern verbesserte, und spiter hat 
Schloss (4) durch umfassende Stoffwechseluntersuchungen das _ gleiche 
gefunden. Es ging mit Deutlichkeit besonders aus Schloss’ Untersuchungen 
hervor, daB Lebertran eine gréBere Aufnahme von P und Ca vom Darm 
aus bewirkte, wihrend die Ausscheidung im Urin konstant blieb. 

Es war daher gegeben, den Lebertran bei der experimentellen Ratten- 
rachitis zu priifen, und Shipley, Park, Me Collum, Simmonds und Parsons (5) 
konnten denn auch 1921 zeigen, daB, wenn man Lebertran Rattenjungen 
gab, die auf rachitisbewirkenden Kostformen waren, als Folge davon im 
Laufe weniger Tage eine deutliche Kalkablagerung in den Epiphysen- 
knorpeln eintrat. Ferner zeigten Howland und Kramer (6) 1922, daB der 
siurelésliche P bei Ratten bei P-armer Rachitiskost unter Lebertran 
behandlung stark anstieg. Eine entsprechende Wirkung auf den herab 
gesetzten Serumkalk bei kalkarmen Kostformen sahen Bethke, Steenbock 
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und Nelson (7). SehlieBlich haben Goldblatt (8), Korenchevsky (9) w 
McCann und Barnett (10) gezeigt, daB Lebertranbehandlung den ( 
Gehalt in den Knochen rachitischer Ratten erhéhen kann. 


Die Methodik bei den von mir vorgenommenen Untersuchungen 
war die gleiche wie friiher; statt des Lichtbades wurde den Versuchs 
ratten jetzt Lebertran in den Nachperioden gegeben. Die Tiere lx 
kamen taglich Lebertran, den man mittels einer Pipette administriert: 

Wie bei den zuerst mitgeteilten Versuchen wurden verschiedene 
Kostformen benutzt, eine relativ P-arme (Mc Collums rachitogen 
Kost Nr. 3143), eine Ca-arme Kost und eine Kost mit einem gut ab 
gemessenen P- und Ua-Gehalt. Die Kontrollversuche sind in dem 
vorigen Artikel mitgeteilt worden. 


A. Rachitogene P-arme Kost (Nr. 3143). 


Fiir den ersten Versuch wurde Mc Collums rachitogene Kost Nr. 3143 
benutzt. Der Lebertran wurde in den Nachperioden in taglichen Menge: 
von 10 eg gegeben, was dem Gewicht nach 1 bis 2°, der verzehrten Kost 
menge entsprach. Die drei Versuchsratten IV,, IV, und IV; waren vom 
selben Wurf wie die Kontrollratten IV, und IV,. 

Wie bei den friiheren Versuchen soll nun das Resultat der Stoffwechsel 


untersuchung angefiihrt werden: 





IV; IV, IN 
r= E § s S = r=} € 5 
2 = =-e - = cz i | - & ~ @ 
2 -~s c,.* 2 = -« c.® oe -« c.® 
ae Se oe >e ge se > s& oe 
Bf Se 2 £ z€ ee aS se t¢ - 
> & me ~E te me % 56 me 7-4 
4 * = rs x x r= a ® 
& mg mg 8 mg mg g mg mg 
Vorperioden . 0.5 53 7.9 0.8 5.0 6.3 0.9 3.4 44 
Nachperioden 0,5 63 9.6 0,7 63 124 0,1 3.9 7,2 


Die Resultate dieser Tabelle sollen nun mit dem Resultat der Kontrol! 


untersuchungen verglichen werden. Aus diesen letzteren ging hervor, 


daB die P- und Ca-Retention in den Nachperioden geringer als in den Vor 
perioden war, mit Ausnahme einer Ratte, IV,, deren P-Retention in det 
Nachperioden gréBer war, wahrend die Ca-Retention etwas geringer wa! 
Jedoch wurde man darauf aufmerksam, daB diese Ratte sich anders als 
die anderen Ratten verhielt, da sie in den Nachperioden lebhafter als in 
den Vorperioden wuchs. Die erhéhte P-Retention brauchte deshalb niclit 
zu bedeuten, daB das Tier relativ reicher an P wurde. (Eine Zusammen 
stellung der gefundenen Zahlen findet sich am Schlu& dieser Abhandlung 

Von den lebertranbehandelten Ratten hatten alle drei eine Ver 
mehrung sowohl der P- als auch der Ca-Retention in den Nachperiode: 
Keine dieser Ratten wuchs in den Nachperioden lebhafter als in den Vor 
perioden. Die beiden IV, und IV, hatten ungefahr dieselben Wachstums 
verhaltnisse, wahrend das Wachstum von IV, in den Nachperioden bedeuten:! 
langsamer vor sich ging. Im Zusammenhang hiermit stand natiirlich das 





i 
Ve 
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Verhalten, dab die P-Retention von IV, in den Nachperioden nicht so sehr 
tieg wie die P-Retention der beiden anderen Ratten. Bei allen drei Ratten 
stand eine ausgesprochene Steigerung der Ca-Retention. 


Um eine Vorstellung zu bekommen, wie diese Retentionsvermehrung 
zustande kam, wird man auch hier die Zahlen betrachten, die prozentual 
lie Ausscheidung mit Urin und Fazes angeben, sowie die Retention im 
Verhaltnis zu der mit der Nahrung aufgenommenen Menge. 





P , Ca 
Urin Fazes Retention Lrin Fazes Retention 
IV. 
Vorperioden. . 3 66 31 30 60 10 
Nachperioden . 4 57 36 35 52 3 
IV, 
Vorperioden . 3 74 23 28 66 6 
Nachperioden 5 61 33 35 51 14 
IV. 
Vorperioden. . 3 76 21 30 4 6 
Nachperioden . 3 70 26 30 59 10 


Aus diesen Zahlen geht deutlich hervor, daB die vermehrte Retention 
auf einer gréBeren Resorption beruhte. Bei allen drei Tieren nahm die 
Ausscheidung mit Fazes in den Nachperioden ab, was man in keinem 
Falle bei der Ausscheidung im Urin sah, die in einigen Fallen in den Nach- 
perioden sogar gréBer war. 

Als die Tiere nach dem Versuch getétet wurden, war der Befund 
wie folgt: 





Saureléslicher P Serumkalk 
Ratte ; Sektion 
mg-”/o mgr” | o 

IV; 11.9 15,3 Thorax normal; schmale Epiphysen- 
linie; harter Knochen 

IV, 8,2 15,1 Thorax normal; ziemlich schmale 
Epiphysenlinie; Knochen etwas 
weich. 

IV. 12.5 15.4 Dasselbe. 


Man ersieht hieraus, daB unter der Lebertranbehandlung die Werte 
fiir den séureléslichen P bis auf das normale Niveau gingen, und der Serum- 
kalk stieg wie unter der Lichtbehandlung etwas iiber die Werte der Kontroll- 
tiere. Wahrend die Kontrollen zu den hier genannten Versuchstieren 6 bis 
7 mg-°%, séureléslichen P hatten, fanden sich bei den lebertranbehandelten 
8 bis 12 mg-%, und den 12 bis 13 mg-% Serumkalk der Kontrollen ent- 
sprachen 15 mg-°%. Was den Sektionsbefund betrifft, so entsprach der 
einigermaBen dem, was man bei lichtbehandelten Ratten fand. Auch bei 
den lebertranbehandelten Ratten geniigte die 12tagige Behandlung nicht, 
die pathologisch-anatomischen (rachitischen) Verinderugen ganz zum 
Schwinden zu bringen, aber die zuriickgebliebenen Reste traten im Vergleich 
mit dem, was man bei den Kontrollen fand, wenig hervor. 
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B. Rachitogene Ca-arme Kost. . 
Die Ca-arme Kost war die friiher erwahnte Modifikation der K: 
Nr. 3143. An Stelle ihres Gehalts an 3 Teilen Calciumearbonat hatte m: 
1,75 Teile einer Phosphatmischung (2 Teile sekundiéres Kaliumphosphat 
1 Teil primares Natriumphosphat) hinzugefiigt. Diese Kost enthir 
0,594°., P und 0,092°, Ca. Die Tiere bekamen taglich in den Nachperiod 
liege Lebertran. 
VI, VI; 
Gew.sVerm. PsRetention Ca-Retention Gew.-Verm. P- Retention CasRetent 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
g mg mg g mg mg Kou 
Ser 
Vorperioden 1.0 1.9 2,0 19 49 2,9 -— 
Nachperioden 1 5.8 5.3 1.3 5.7 6.8 halt 
hel 
, . Die 
Ganz wie bei der Lichtbehandlung trat in den Nachperioden eine seh: pom 
bedeutende Veranderung im P- und Ca-Stoffwechsel ein, indem sich di: ws 
Retention stark erhéhte. Die Verainderungen waren am ausgesprochensten wie 
bei Ratte VI,, deren durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeit in den we 
Vor- und Nachperioden gleich war. Etwas weniger ausgesprochen, abe ide 
doch ganz deutlich, waren die Veraénderungen bei VI,; von dieser Ratte ist 
jedoch zu bemerken, daB sie in den Nachperioden relativ weniger an Gewicht 
zunahm. Rat 
Beim Vergleich dieser Zahlen mit den entsprechenden fiir Ratten, ng 
die auf P-armer Kost waren, ist auffallig, daB die Zahlen fiir die durch al 
schnittlichen taglichen Retentionen selbst in den Nachperioden niedrig Rii 
sind. In dieser Beziehung erinnern sie vollig an die lichtbehandelten Tier: 
Bei Untersuchung der prozentualen Werte fiir die Retention findet ma 
denn auch dieselben Verhaltnisse wie bei den lichtbehandelten Tieren. 
' : die 
: o Ce bek 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retentior Ko 
dies 
Vig kell 
Vorperioden . . 78 17 5 0 65 35 fiir 
Nachperioden . 75 11 14 0 12 88 suc 
VI; den 
Vorperioden . 72 16 11 0 57 43 der 
Nachperioden 75 li 12 0) 10 90 Vol 
ges 
Man ersieht aus den prozentualen Zahlen, daB unter der Lebertran _ 
behandlung die Ca-Retention bis 90°, stieg, wobei also so gut wie de1 Ca. 
ganze Ca-Gehalt der Nahrung ausgenutzt wurde. Dabei leuchtet ein, me 
daB die absoluten Werte fiir die Ca-Retention nicht wesentlich gréBer *: 
werden konnten; da, wie in dem vorigen Artikel angefiihrt, die P-Retention die 
bis zu einem gewissen Grade von der Ca-Retention abhangen muB, wird Bec 
es verstandlich, daB man bei dieser Kost verhaltnismaBig kleine Wert: 
auch fiir die P-Aufnahme findet. Nav 
unt 


Bei Untersuchung der Tiere nach VersuchsabschluB fand sich folgendes: 
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Saureloslicher P Serumkalk 
Ratte Sektion 
meg’ mge” 
VI, 11,2 10,6 Thorax normal; schmale Epiphysen- 
linie. Knochen etwas weich 
\ I, 11,7 11,7 Leicht verdickte costochondrale Ver- 


bindungen ; ziemlich schmale Epi- 


physenlinie. Knochen weich 


Wahrend die Lebertranbehandlung auf den normalen saéureléslichen P 
keine Einmwirkung hatte, wurde der bei den Kontrollen abnorm niedrige 
Serumkalk bis zu Normalwerten heraufgebracht. Bei der Sektion fanden 
sich Verdinderungen bei beiden Ratten, aber diese waren klein im Ver- 
haltnis zu dem, was man bei den Kontrollen fand. Man beachte, dai 
hei beiden Tieren die Knochen beim Schneiden weicher als normal waren. 
Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit den Betrachtungen, die bei 
der Besprechung der Retentionsverhaltnisse angestellt wurden. Zwar 
erhéhte sich unter der Lebertranbehandlung die P- und Ca-Retention 
sehr betrachtlich, aber die absoluten Retentionswerte selbst waren doch 
im Vergleich mit dem, was man bei anderen Kostformen gefunden hatte, 
sehr niedrig. 

Alles in allem ergab diese Durchsicht, daB die lebertranbehandelten 
Ratten bei der kalkarmen Kost sich ganz so wie die lichtbehandelten Ratten 
verhielten. Die Lebertranbehandlung vermehrte die P- und Ca-Retention 
in gleicher Weise, brachte den abnorm niedrigen Serumkalk in die Héhe 
und die pathologisch-anatomischen Veranderungen zu bedeutendem 
Riick gang. 


(. Nicht-rachitogene Kost. 


SchlieBlich untersuchte man die Einwirkung des Lebertrans an Ratten, 
die die friiher erwihnte Modifikation der Mec Collumschen Kost Nr. 3143 
bekamen, die anstatt 3 Teile 1,2 Teile Calcitumcarbonat enthielt. Diese 
Kost enthielt 0,276°, P und 0,542°%, Ca, und wie friiher gezeigt, bewirkte 
dieses geinderte Verhaltnis zwischen dem P- und Ca-Gehalt, daB die Tiere 
keine rachitischen Verainderungen entwickelten und bei normalen Werten 
fiir siureléslichen P und Serumkalk verblieben. Die Stoffwechselunter- 
suchung zeigte ferner, daB diese Tiere, im Gegensatz zu den Tieren bei 
den anderen Kostformen, reichlich P und Ca retinierten, und da8 das eine 
der zwei untersuchten Tiere mehr pro Tag in den Nachperioden als in den 
Vorperioden retinierte. Dieser letztere Umstand stimmte mit den an- 
gestellten Uberlegungen iiberein, denn normale Rattenjungen bekommen 
mit dem Alter sehr schnell einen gréBeren prozentualen Gehalt an P und 
Ca. Wenn man daher an Rattenjungen bei dieser Kost eine Retentions- 
steigerung in den Nachperioden sieht, wenn die Tiere der einen oder anderen 
Behandlung unterworfen werden, muB diese Steigerung gréBer sein als 
die friiher bei den Kontrollen beobachtete Steigerung, um ihr irgend eine 
Bedeutung beilegen zu kénnen. 

Die beiden Versuchstiere, VII, und VII,, bekamen taglich in den 
Nachperioden 20 cg Lebertran mit Pipette. Das Resultat der Stoffwechse!- 
untersuchung ist folgendes: 
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Vil Vil, 
Gew..Verm. P-Retention CasRetention Gew..-Verm.| P-Retention Ca-Retent 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
8 mg mg g mg mg 
Vorperioden 2.4 12.9 21,5 23 13.4 20,1 
Nachperioden 2.2 13,2 21,5 1,7 13,4 24.4 


Auf Grund der angefiihrten Verhaltnisse wird man hier nicht vo: 
irgend einer bedeutenden Retentionsvermehrung sprechen kénnen, wet 
auch VII, mehr Ca in den Nachperioden als in den Vorperioden retiniert« 
Des Vergleiches wegen seien auch die prozentualen Zahlen fiir die Retentio: 
sowie fiir die Ausscheidung mit Urin und Fiazes angefiihrt. 





P ®}, Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retentior 

Vu 
Vorperioden . . 3 53 44 29 34 37 
Nachperioden . 3 49 48 31 29 40 

Vil, 
Vorperioden. . 2 49 49 26 36 38 
Nachperioden . 3 45 52 24 27 48 


Wie tblich wurden die Tiere getétet und untersucht unmittelbar 
nach VersuchsabschluB. 





Saureldslicher P Serumkalk 
Ratte Sektion 
mg?) mg: 
VI, 9,7 12,2 Keine Rachitis. 
Vil, 12.8 11,6 Dasselbe 


Diese Untersuchung gab keinen Unterschied gegen die Kontrolltier 

Der Uhersicht halber sollen die wesentlichen Untersuchungs- 
ergebnisse in einer Gesamttabelle zusammen mit den friher gefundenen 
Resultaten bei den Kontrolltieren mitgeteilt werden. 





Gew.*Verm. P-Retention | CasRetention 
pro Tag pro Tag pro T 
8 mg mg mg"! o mg: 


Saureléslicher P| Serumkalk 


Rachitogene P-arme Kost (Nr. 3143) 


Kontrollen. 

Ill, Vorperioden . 1,0 3,0 44 6.8 12,1 
Nachperioden 1,0 3,1 3.9 

Ili, Vorperioden . 1,8 68 8.1 verloren gegang. 13,2 
Nachperioden 1,4 5,6 4.6 

IV, Vorperioden , OS 6.6 15.0 6.5 12.9 
Nachperioden 1,3 8.0 13.8 

IV, Vorperioden . 1,4 7,1 14,6 5,6 12,6 
Nachperioden 1,2 4.0 8,7 


VI 


V! 
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Gew.-Verm | P-Retention | CasRetention 
pro Tag pro Tag pro Tag 
® mg mg mgr”) 9 meg 


Saureléslicher P Serumkalk 


Lebertranbehandelte Tiere 


IV, Vorperioden. . 0.5 5,3 7.9 11,9 15.3 
Nachperioden 05 6.3 96 

IV, Vorperioden i OS 5.0 6.3 8.2 15,1 
Nachperioden . 0,7 6.3 12.4 

I\ Vorperioden , OY 3.4 44 12.5 15.4 
Nach perioden , 0,1 3.9 7,2 


Rac hitoge ne Ca-arme Kost 


Kontrollen. 


VI, Vorperioden. . . 0,6 0.9 0.8 12.3 6.0 
Nach perioden : 0.6 13 1,0 

\ ly \ orperioden mits 1,1 3.0 1.9 10,5 6.4 
Nachperioden ; OS 2,4 2.2 

VI, Vorperioden 0,3 1.5 2.5 11,1 7,2 
Nachperioden . 05 1.2 1,9 


Lebertranbehandelte Tiere 


VI, Vorperioden . 1,0 1.9 2.0 11,2 10.6 
Nachperioden 1,0 5.8 5.3 

VI, Vorperioden . 1.9 49 29 11,7 11,7 
Nachperioden 1.3 5.7 6.8 


Nicht rac hitoge ne Kost. 


Kontrollen. 


VII, Vorperioden 1,9 11,4 17.8 8.6 11,8 
Nachperioden . . 1.8 97 17,3 

VII, Vorperioden. . . 2.8 14.8 21,1 10,6 12,7 
Nachperioden 2,1 16.1 26.3 


Lebertranbehandelte Tiere 


VII, Vorperioden . 2.4 12.9 21,5 9,7 12,2 
Nachperioden 2,2 13,2 21,5 

Vil, Vorperioden . 2.3 13,4 20,1 12.8 11.6 
Nachperioden 1,7 13,4 24.4 


Zusammenfassung. 
Es wurde die Einrichtung einer 12 Tage dauernden Lebertran- 
behandlung auf den P- und Ca-Stoffwechsel bei Rattenjungen untersucht, 
die verschiedene Kostformen bekamen. 


1. Zuerst wurde Mc Collums rachitogene Kost Nr. 3143 benutzt; 
die Lebertranmedikation erhéhte bei den Versuchstieren die P- und 
Ca-Retention, was durch eine gréBere Aufnahme durch den Darm vor 
sich ging. Mit dieser Veranderung des Stoffwechsels wurden gleich- 
zeitig die pathologisch-anatomischen Veranderungen weniger aus- 
gesprochen, und zugleich wurden die Werte fiir den séureléslichen P 
normal. Der Serumkalk stieg unter der Lebertranbehandlung itiber 
das normale Niveau. 


Biochemische Zeitschrift Band 188 28 





434 P. Schultzer: Phosphor- und Calciumstoffwechsel. II. 


2. Darnach wurde eine Ca-arme Kost gebraucht, die bei den 
Kontrolltieren rachitisahnliche Verinderungen hervorrief. An Tieren 
bei dieser Kost bewirkte die Lebertranmedikation gleichfalls ein 
Vermehrung der P- und Ca-Retention, aber sie wurde von den vorhe: 
sehr niedrigen Werten nicht auf die gleiche Héhe wie bei den vorigen 
Tieren gebracht. Die Erklaérung dafiir war der besonders niedrig: 
Ca-Gehalt der Kost. Selbst bei maximaler Retention blieb die Ca 
Retention klein, und dadurch begrenzte sich auch die P-Retention 
Gleichzeitig mit der Stoffwechselverinderung stieg der Serumkalk 
auf die normalen Werte, wahrend der séurelésliche P fast unverandert 
blieb. Die makroskopischen pathologisch-anatomischen Veranderungen 
gingen unter der Lebertranbehandlung stark zuriick. 


3. SchlieBlich fand eine Kost Anwendung, bei der die Tiere keine 
pathologisch-anatomischen Verainderungen entwickelten. Diese Kost 
kam durch Einschrankung des Calciumearbonatgehalts bei Nr. 3143 
zustande. Es war nicht médglich, irgendwelche sichere Wirkung 
des Lebertrans auf den Stoffwechsel bei diesen Tieren festzustellen, 
die vorher reichlich P und Ca retinierten. Auch war kein sicherer 
EinfluB auf den saureléslichen P oder den Serumkalk zu_verspiiren. 


Man darf hieraus den Schlu8B ziehen, daB Lebertran die gleich: 
Einwirkung auf diese Tiere wie das ultraviolette Licht hatte, sowoh! 
was die P- und Ca-Retention betrifft, als auch mit Riicksicht auf den 
sdureléslichen P und den Serumkalk. 
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Studien iiber Phosphor- und Calciumstoffwechsel 
bei mangelhaften Kostformen. 


III. Mitteilung: 
Verinderung des Phosphor- oder Caleiumgehalts der Kost. 


Von 
Poul Schultzer (Kopenhagen). 
(Aus dem Laboratorium des Finsen-Instituts zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1927.) 


In zwei vorangegangenen Artikeln war gezeigt worden, daB ultra- 
violettes Licht und Lebertran einen Einflu8 auf den P- und Ca-Stoff- 
wechsel bei Rattenjungen hatten, die mit gewissen Kostformen ernahrt 
worden waren, die entweder mangelhaft in bezug auf P oder Ca waren 
oder diese zwei Stoffe in einem nicht gut abgestimmten Verhaltnis 
enthielten. Dieser EinfluB auBerte sich in einer erhéhten Retention 
beider Stoffe, und die vermehrte Retention kam durch eine gréBere 
Aufnahme durch den Darm zustande. 

Eine der benutzten Kostformen war die bekannte, von Me Collum 
angegebene rachitogene Kost Nr.3143. Ihre Zusammensetzung ist 
folgende : 


NN oe 5 eh a Sh ak ge . . 33 Teile 
ONS SPS eee eee 2 gy 
Gelatine [or ee ee ae a ae ig, oe 
SE ee eer ee ee 
ES IEEE ae ee ee 
Calciumearbonat........ —— 


Me Collum (1) betont, daB diese Kost, von gewissen Mangeln ab- 
gesehen, gut zusammengesetzt ist, und diese Mangel sind teils 1. der geringe 
Gehalt des antirachitischen Faktors, teils 2. das fehlerhafte Verhaltnis 
zwischen ihrem Gehalt an P und Ca, da der Ca-Gehalt (etwa 1,2%) im 
Verhaltnis zum P-Gehalt (0,3°%) sehr reichlich ist. Diese beiden Mangel 
zusammen bewirken nach Mc Collum, daB die Kost Rachitis hervorrufend 
ist. Eine Ausgleichung dieses ungiinstigen Verhaltnisses zwischen P und Ca 
geniigt nach Me Collum, um der Kost ihre rachitogenen Eigenschaften 
zu benehmen. 


Es wurde nun eine Reihe von Versuchen an Rattenjungen an- 
gestellt, um zu bestimmen, welchen EinfluB es auf den P- und Ca- 
28* 
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Stoffwechsel hatte, wenn der Gehalt an P und Ca in einer Kost geande: 
wiirde, die im tibrigen wie Nr. 3143 zusammengesetzt war. In einen 
Versuch vermehrte man den P-Gehalt der Kost dadurch, daB man 
ihr eine Phosphatmischung zusetzte; in einem anderen verminderte 
man den Ca-Gehalt dadurch, daB man vermied, so viel Calciumearbona: 
hinzuzusetzen. SchlieBlich ging man in einem dritten Versuch etwas 
anders vor; bei diesem waren die Versuchstiere zuerst auf einer nicht 
rachitisbewirkenden Kost, die nur eine geringere Menge Calcium 
varbonat als Nr. 3143 enthielt. Durch Vermehrung des Ca-Gehalts 
dieser Kost, so daB sie dieselbe Zusammensetzung wie Nr. 3143 bekam 
machte man sie rachitogen, und dabei untersuchte man den P- und 
Ca-Stoffwéchsel. 


!A. Phosphatzusatz zur Me Collumschen Kost Nr. 3143. 


Es wurde friiher dariiber berichtet, wie der P- und Ca-Stoffwechs: 
bei Rattenjungen verlief, die auf der Mc Col!umschen Kost Nr. 3143 waren 
Des Vergleiches wegen soll jedoch das Resultat wieder fiir die Ratten a 
gefiihrt werden, die vom selben Wurf wie die Versuchsratten waren, um 
die es sich hier handelt. 

Die Versuchsanordnung war die friiher beschriebene. In den Vo: 
perioden, d.h. zwei zu je 4 Tagen, waren die Kontroll- und Versuchstier 
unter den gleichen Bedingungen. In den Nachperioden, d.h. drei zu } 
4 Tagen, verabfolgte man an die Versuchstiere die abgeinderte Kost, 
die dadurch zustande kam, da8 man 7,80 g folgender Phosphatmischung 

2 Teile sekundares Kaliumphosphat, 

1 Teil priméres Natriumphosphat 
zu 400 Teilen der urspriinglichen Mc Collum-Kost hinzusetzte. Der P- und 
Ca-Gehalt der Kost anderte sich dadurch. 





Me Collums Kost Nr. 3143 


Mc Collums Kost Nr 3143 dazu Phosphate 


a> ee reais 7 0,240 0,600 
 k aie tee 1,16 1,14 


Diese Kostanderung ist analog der, wie sie z. B. Hess, Unger wii 
Pappenheimer (2) vornahmen, indem sie der Sherman und Pappenheim- 
schen Kost Nr. 84 Phosphate zusetzten, wodurch sie eine Kost erzielte 
die nicht mehr imstande war, Rachitis hervorzurufen. Diese Autore: 
verglichen die heilende Wirkung des ultravioletten Lichtbades mit de: 
Phosphatmenge, die imstande war, die Kost Nr. 84 so zu andern, daB si 
ihren urspriinglich rachitogenen Charakter verlére und nicht mehr imstan« 
war, Rachitis hervorzurufen. 

Wie bei den vorhergehenden Versuchen wird das Resultat der Stoft 
wechseluntersuchung als die durchschnittliche Retention pro Tag in de: 
Vor- bzw. Nachperioden angefiihrt werden. Doch soll erwaihnt werd 
daB die P-Retention fiir die phosphatbehandelten Ratten nicht aus alle: 
drei, sondern nur aus den zwei letzten Nachperioden berechnet wurd: 
Der Grund dafiir ist der, da8 man nur dadurch imstande ist, einen Fehle: 








- 











« 


Phosphor- und Calciumstoffwechsel. III. 437 


1 der Stoffwechselrechnung zu vermeiden, der durch Wechsel der Nahrung 
zustande kommen kann. Denn indem die Ratten von der P-armen zur 
P-reichen Kost iibergehen, wird der Inhalt des Magendarmkanals natiirlich 
reicher an P werden, und diese Vermehrung im P-Gehalt des Magendarm- 
kanals wird in der Balanceaufstellung als retinierter P figurieren, ohne 
es zu sein. Nach Verlauf von 4 Tagen muB ein erreichter Gleichgewichts- 
zustand und die nach dieser Zeit gefundene Retention als reell angenommen 





werden. 
Gew..Verm.| P-Retent. CasKetent. Gew»Verm. P-Retent. | CasRetent 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
& mg mg 8 mg mg 
Kontrollratten. 
Il, Ill 
Vorperioden . . 1.0 3,0 4, 1.8 6.8 8,1 
Nachperioden . 1.0 3,1 3,9 1.4 5.6 4.6 
Phosphatbehandelte Ratten. 
Ill, Ill, 
Vorperioden - 1.5 5.4 15,2 1,1 5,1 9.9 
Nachperic den ° 2,2 13,7 28.1 13 10.9 24.2 


Durch diese Kontrollversuche sowie die friiher angefiihrten war nach- 
gewiesen, daB die P- und Ca-Retention bei Rattenjungen bei der Kost 
Nr. 3143 sich verringerte, so da®8 die Tiere durchschnittlich weniger pro 
Tag in den Nach- als in den Vorperioden retinierten. Doch hatte man 
eine Ausnahme beobachtet, wenn ein Tier in den Nachperioden lebhafter 
als in den Vorperioden wuchs. Aus einem oder dem anderen Grunde hatte 
in einem Falle eine gréBere Wachstumsgeschwindigkeit in den Nachperioden 
stattgehabt. In diesem Falle war die Retention jedoch nur fiir den P erhéht, 
und das sogar nicht sehr bedeutend. 

Bei beiden phosphatbehandelten Ratten bestand jedoch eine sehr 
groBe Retentionsvermehrung sowohl fiir P wie fiir Ca. Die Retentions 
vermehrung war so bedeutend, da8 sie auf keine Weise damit verglichen 
werden konnte, was man bei der eben erwahnten Kontrollratte gesehen 
hatte, deren Gewichtsvermehrung sogar relativ sehr viel gréBer als die 
dieser Ratten war. 

Wie diese vermehrte Retention zustande kam, wird aus den unten 
stehenden Zahlen hervorgehen, die die prozentuale GréBe der Retention, 
die Ausscheidung mit Urin und Fazes im Verhaltnis zu der mit der Nahrung 
aufgenommenen Menge angibt. 





9 P Ca P 9 Ca 
Urin 'Fazes' Ret. Urin |Fazes' Ret. Urin Fazes' Ret. Urin Fazes Ket 
Kontrollratten. 


iM, lil, 
88 15/23/73 4 >1 «66 34/38/59)! 8 


Vorperiode . 2 
Nachperiode 5 81 14 23 74 4'83 72,25) 80 | 65 4 
Phosphatbehandelte Ratten 
Ill, Ill. 
Vorperiode ee 272: 27 || 25 | 60 16 3 70 | 26 24 66 11 


Nachperiode ; - 19 60 30 5 | 70 | 25 y 63 28 5 | 72 | 2 





438 P. Schultzer: 


Es ist klar, da8 von diesen prozentualen Zahlen es die fiir die Ca-Reten 
tion sind, die das gréGte Interesse haben. Die Voraussetzung, die Zahlen 
fiir die Vorperioden mit denen fiir die Nachperioden direkt vergleichen 
zu kénnen, ist natiirlich die, daB der prozentuale Gehalt der betreffenden 
Stoffe der gleiche oder ann&hernd der gleiche ist. Dieses gilt nur fiir Ca 

Bei Betrachtung der gefundenen prozentualen Werte fiir den Ca. 
Stoffwechsel wird einem klar, daB die erhéhte Ca-Retention auf einer ver 


minderten Ca-Ausscheidung im Urin beruhte. Die prozentuale Ausscheidung 


mit den Fiazes stieg fiir beide Versuchstiere. Also, unter der Phosphat 
behandlung verminderte sich die Ca-Resorption, aber die Ca-Retention 
wurde gleichwohl gréGer, weil der Organismus einen gréBeren Teil der 
resorbierten Menge bei sich behalten konnte als vorher. 


Aus den prozentualen Zahlen geht ferner hervor, daB die erhéhte 


P-Retention auf einer gréBeren Resorption beruhte. Die Resorptions- 
prozente sind in den Vor- und Nachperioden ungefahr gleich, da aber der 
P-Gehalt der Nahrung in den Nachperioden sich mehr als verdoppelt hat, 
bedeutet das eine gré8ere Resorption. Es wird relativ mehr P mit dem 
Urin als in den Nachperioden ausgeschieden. 

Unmittelbar nach Abschlu8 des Stoffwechselversuchs wurden die 
Versuchstiere getétet und untersucht. Man ging dabei in gleicher Weise 
vor, wie friiher beschrieben. Bei Untersuchung der Kontrollratten fand 
man, wie friiher angefiihrt, ausgesprochene makroskopische pathologisch 
anatomische Veranderungen, wie verdickte costochondrale Verbindungen, 
breite Epiphysenlinien sowie weiche Knochen. Die chemische Unter- 
suchung des Blutserums ergab eine betrichtliche Herabsetzung des séure- 
léslichen P, waihrend der Serumkalk von den Normalwerten nicht weiter 
abwich. Im Gegensatz zu diesen schwereren Verinderungen bei den Kon 
trollen zeigten die 12 Tage lang phosphatbehandelten Tiere folgendes: 


Phosphatbehandelte Ratten. 





Ratte peaseer-ryae P Sevembalk Sektion 
mgs"! » mg:" » 
Il, | 9,8 11,7 Keine makroskop. Knochen- 
verand.; harte Knochen 
ITT. 10.8 11.8 Dasselbe. 


Diese Tiere waren nach dieser Untersuchung von den normalen Tieren 
nicht zu unterscheiden. Die Phosphatbehandlung hatte den herabgesetzten 
sdureléslichen P zum Normalwert gehoben. Der Serumkalk war unbeein- 
flu8t geblieben. Die pathologisch-anatomischen Verdinderungen waren 
zum voOlligen Schwinden gebracht. 

Wie in den zwei vorhergehenden Artikeln gezeigt wurde, hatte eine 
zwolftagige Behandlung mit ultravioletten Lichtbadern oder Lebertran 
gleichfalls eine sehr bedeutende Einwirkung. Allerdings waren Reste der 
pathologisch-anatomischen Veréinderungen zuriickgeblieben, aber im 
Vergleich mit den Kontrollratten war die Wirkung sehr schlagend. Bei 
diesen Ratten wurde der saéurelésliche P auch unter der Behandlung zur 
normalen GréBe heraufgebracht, wahrend der Serumkalk im Gegensatz 
zum Befunde bei den phosphatbehandelten Ratten tiber den normalen 
Wert gebracht wurde. Ein Vergleich der Stoffwechselveranderungen 
zeigt auch, daB die Stoffwechselanderung, die in den zwei Fallen eintrat, 
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m wesentlich verschiedenem Charakter war. Wahrend gezeigt werden 
konnte, daB die Licht- und Lebertranbehandlung die P- und Ca-Retention 
urch Hervorrufung einer gréBeren Resorption dieser beiden Stoffe ver- 
mehrte, war das Verhalten bei der Phosphatbehandlung ein anderes, wo 
lie P- und Ca-Retention auch vermehrt wurde, wo aber die erhéhte Ca- 
Retention dadurch zustande kam, daB die Ausscheidung im Urin stark 
sank, wihrend die Resorption an GréBe abnahm. 


B. Kalkabzug von Me Collums Kost Nr. 3143. 


In den folgenden Stoffwechselversuchen machte man zum Gegenstand 
der Untersuchung, welchen EinfluB es auf den P- und Ca-Stoffwechsel 
von Rattenjungen bei Mc Collumscher rachitogener Kost Nr. 3143 hatte, 
wenn die Kost weniger Ca-reich dadurch gemacht wurde, daB man sich 
an Stelle von 3 Teilen mit 1,1 Teil Calcitumcarbonat in der Kost begniigte. 
In den Vorperioden wurde die Kost Nr. 3143 verabfolgt, wahrend die 
Versuchstiere in den Nachperioden die modifizierte Kost bekamen. 


Die Anderung der Kost hatte folgenden Einflu8 auf ihren Gehalt 
an P und Ca. 





Ye Collums Kost Nr. 3143 
Mc Collums Kost Nr. 3143 modifiziert (1,1 Teil Calcium: 
carbonat statt 3 Teile) 


lg Aaa ; 0,259 0,265 
eg ee 1,21 0,491 


Bevor wir das Resultat der Stoffwechseluntersuchung mitteilen, soll 
bemerkt werden, daB das gleiche Raésonnement, das beim vorigen Versuch 
mit dem Phosphatzusatz zur Kost angewandt wurde, natirlich auch hier 
Giiltigkeit hat. Hier ist es die Ca-Retention, die in der ersten Nachperiode 
nicht bestimmt werden kann, wo der Magendarmkanal infolge der Kost- 
anderung plétzlich einen geringeren Ca-Inhalt als vorher bekommt. In 
dieser Periode mu8 die Berechnung der Ca-Retention ein zu niedriges 
Resultat ergeben. Man hat sich daher auf der Tabelle damit begniigt, 
die durchschnittliche tagliche Retention bei den Versuchsratten in den 
heiden letzten Nachperioden anzufiihren. 





Kontrollratten. 
ba P-Retention Ca-Retention 
pro Teg” pro Tag pro Tag 
8 mg mg 
IV. 
Vorperioden . . 0.8 6,6 15,0 
Nachperioden . 1,3 8,0 13,8 
IVs 
Vorperioden . . 1,4 7,1 14,6 


Nachperioden . 1,2 4,0 8,7 
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Kalkabzug. 
jie P-Retention CasRetention 
pro Tag pro Tag pro Tag 
g mg mg 

IV, 
Vorperioden 1,5 7.5 13.6 
Nachperioden 2,5 13.9 16,6 

IV. 
Vorperioden 1,1 7.3 9.0 
Nachperioden 2.3 15,3 20,8 


Es geht hieraus hervor, da8 die Kostaénderung eine sehr groBe P- wn 
Ca-Retention verursachte. 

Jedoch wird die Erklarung der Bedeutung der erhéhten Retentio: 
durch den Umstand erschwert, da® gleichzeitig mit der stark erhéhten 
Retention ein viel lebhafteres Wachstum in den Nachperioden bei den 
Versuchstieren beobachtet wurde. Wenn man, wie Aron (3), auf die relative 
Retention Gewicht legt, d.h. auf die Retention, gemessen im Verhialtnis 
zur Gewichtsvermehrung, findet man keine Steigerung. Nun ist die Haupt 
voraussetzung fiir die Anwendung eines Begriffs wie relative Retention 
die, daB die Tiere bei ihrem Wachstum ihr Gewebe im gleichen Verhaltnis 
vermehren. Wenn die Kosténderung jedoch die Einwirkung auf die Tier 
hatte, daB ihr Fettvorrat relativ gré8er wurde, ist keine Berechtigung 
vorhanden, mit diesem Begriff zu operieren. Dies Verhalten soll daher 
nicht weiter diskutiert werden. 


Wie die vermehrte absolute Retention zustande kam, geht aus den 
unten angefiihrten prozentualen Zahlen hervor. 





o/, P Ca 


Urin Fazes Retention Urin Fazes Retent 


Kontrollratten. 


IV. 
Vorperioden . . 3 64 33 28 56 16 
Nachperioden . 3 62 35 27 60 ‘ 
IVs. 
Vorperioden . 2 66 31 23 63 14 
Nach perioden 2 SO 17 20 72 5 
Kalkabzug. 
IV,. 
Vorperioden . . 4 6: 33 22 65 13 
Nachperioden 3 46 51 19 54 26 
IV; 
Vorperioden . . 4 62 34 29 62 9 
Nachperioden . 4 36 60 31 30 39 


Umgekehrt wie im Verhalten bei den phosphatbehandelten Tiere! 
sind es hier die Werte fiir die prozentuale P-Retention, die zu einem direkte: 
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Vergleich benutzt werden kénnen. Bei beiden Versuchstieren sah man 
ine bedeutende Steigerung der P-Retentionsprozente. Gleichfalls 
bestand eine starke Steigerung der Ca-Retentionsprozente; aber da der 
Ca-Gehalt der Kost in den Vor- und Nachperioden ein verschiedener war, 
kénnen die Werte nicht direkt verglichen werden. Aus den Zahlen kann 
man jedoch ersehen, daB die gefundene Steigerung der absoluten Retention 
auf einer gréBeren Resorption von Ca beruhen muB, da das Verhaltnis 
zwischen Ca in Urin und Fiazes gréBer geworden ist. 
Die Untersuchung nach dem Versuch ergab folgendes: 





Rette Saureloslicher P ameeapreaae Sektion 

mg- mg: 

IV, 8.6 12.0 Leicht verdickte costochon- 
drale Verbindungen ; 
schmale Epiphysen- 
linien, harte Knochen. 

IV, 11,7 12,2 Dasselbe. 


Der Umstand, da8 die Ca-reiche rachitogene Kost weniger Ca-reich 
gemacht wurde, hatte also dieselbe Wirkung auf die Versuchstiere wie 
der Phosphatzusatz, insofern die Tiere nach Verlauf des 12-Tage.Versuchs 
sich von den Kontrollen dadurch unterschieden, daB sie normalen séure- 
léslichen P im Serum bekommen hatten. Wie beim Phosphatzusatz blieb 
der Serumkalk auf seinem normalen Niveau, ohne durch die Kostanderung 
verandert zu werden. Bei der Sektion fand man ungefaihr normale Ver- 
haltnisse. Die costochondralen Verbindungen waren allerdings verdickt, 
aber im Vergleich mit den Kontrollen war das nur ganz gering. 


(. Hervorrufung von rachitogener Kost durch Ca-Zusatz. 


Beim dritten und letzten Versuch untersuchte man den P- und Ca- 
Stoffwechsel bei Rattenjungen unter Bedingungen, die sozusagen die 
umgekehrten von den unter B. besprochenen waren. Die Versuchstiere 
waren in den Vorperioden auf einer Kost, die wie Mc Collums Kost Nr. 3143 
zusammengesetzt war, aber 1,2 Teile statt 3 Teile Calcitumcarbonat enthielt. 
Wie friiher gezeigt wurde, entwickeln sich die Rattenjungen bei dieser 
Kost, ohne Zeichen von Rachitis aufzuweisen. Die P- und Ca-Retention 
ist relativ groB, der séurelésliche P und der Serumkalk ist normal, und 
schlieBlich ergibt die Sektion keine Verainderungen. Nach den zwei Vor- 
perioden zu je 4 Tagen gab man in den drei Nachperioden die nicht- 
modifizierte J/¢ Collum-Kost Nr. 3143, bei der sich eine Rachitis mit 
niedrigem séureléslichen P und ausgesprochene pathologisch-anatomische 
Veranderungen entwickeln. Unten soll der P- und Ca-Gehalt der ver 
wendeten Kostformen angegeben werden. 





We Collume Kost Nr. 3143 , , 
- . . We Collum or Y 
modifiziert (mit 1,2 Teilen Ca CO,) fe Collums Kost Nr. 3143 
. > eae _ 0,276 0,271 
Ca in ‘ es oe . 0.542 1,20 


Bei Berechnung der durchschnittlichen taglichen Retention beriick- 
sichtigte man nur die zwei letzten Nachperioden bei den zwei Versuchs- 
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ratten, die die gedinderte Kost bekamen. Der Grund dafiir war derselbx 
wie bei den vorhergehenden Versuchen. 





Gew «Verm. P-Retent. | Ca-Retent. Gew..Verm. P+Retent Ca-Retent 
pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 


8 mg me 8 mg mg 


Kontrollratten. 


Vil, VIlg 
Vorperioden . . 1.9 11,4 17,8 2,8 14.8 21,1 
Nach perioden : 1.8 9,7 17,3 2.1 16,1 26,2 

Ca-Zulage. 
Vil, Vil, 
\ orperioden 28 13.5 19.1 2.5 13,3 7,2 
Nach perioden 1,7 5.4 20,6 1.5 8.5 8.5 


Die Kosténderung bewirkte einen bedeutenden Riickgang in der 
P-Retention, waihrend die Ca-Retention unverandert blieb. Wie man 
sehen wird, war die Wachstumsgeschwindigkeit nach dem Zusatz von 
Calciumearbonat sehr viel geringer, aber, wie friiher erwahnt, wird die 
relative Retention nicht weiter diskutiert werden, d. h. das Verhaltnis 
zwischen absoluter Retention und Gewichtsvermehrung in einem ge- 
wissen Zeitraum, wegen der Unsicherheit, die mit diesem Begriff ver- 
bunden ist. 


Die Zahlen sind wie folgt: 





0 0 P Ca 
Urin Fazes Retention Urin Fazes Retention 
Kontrollen. 
VIl,. 
Vorperioden . 2 54 44 23 42 36 
Nachperioden 2 62 36 13 54 33 
VIl,. 
Vorperioden . 2 45 53 29 32 39 
Nachperioden 2 45 52 23 33 43 
Ca-Zulage. 
VIl;. 
Vorperioden. . 3 54 44 26 41 i 
Nachperioden 3 81 16 18 66 15 
Vil. 
Vorperioden . 2 49 49 28 39 3: 
Nachperic den 2 71 28 23 63 13 


Die Ca-Zulage bewirkte, dal die P-Ausscheidung mit den Fizes be- 
deutend stieg, waihrend die P-Ausscheidung im Urin unverandert blieb. 
Die prozentualen Werte fiir die Ca-Ausscheidung anderten sich gleichfalls, 
und zwar auf solche Weise, daB sie den entsprechenden Zahlen fiir die 
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riiher besprochenen Ratten bei der nicht modifizierten Mc Collum-Kost 
atsprachen. Ein Blick auf die Zahlen fiir diese Tiergruppen wird zeigen, 
iaB sie sich umgekehrt zueinander verhielten, ganz entsprechend der 
Behandlung. Die erste Gruppe, IV, und IV,, ging von der Me Collum-Kost 
n den Vorperioden zu der weniger Ca-reichen Kost in den Nachperioden 
iber. Die andere, VII, und VII,, bekam die weniger Ca-reiche Kost in 
den Vorperioden, wiahrend sie in den Nachperioden die nicht-modifizierte 
Ue Collum-Kost bekam. 


Die Untersuchung nach Abschlu8 des Stoffwechselversuchs gab unten- 
stehendes Resultat. 





Rette ae P seamen Sektion 
mgr"so mg-"/o 
VII, 5,5 12.6 Leicht verdickte costochondrale Ver- 


bindungen; breite Epiphysenlinien, 
weiche Knochen. 

VII, 5.4 12.9 Leicht verdickte costochondrale Ver- 
bindungen; recht breite Epiphysen- 
linien, weiche Knochen. 


Es geht hieraus hervor, da®8 das zwdlftagige Verbleiben auf der 
Mc Collum-Kost hinreichte, ausgesprochene Veraénderungen hervorzurufen, 
sowohl von pathologisch-anatomischer Art wie beziiglich des séureléslichen 
*P, der auf das gleiche niedrige Niveau herabsank, wie man friiher bei der 
experimentellen Rachitis beobachtet hatte. 


Diese Untersuchung des Phosphor- und Calciumstoffwechsels bei 
Rattenjungen, deren Kost man entweder beziiglich ihres P- oder ihres 
Ca-Gehalts anderte, ist interessant mit gewissen entsprechenden Unter- 
suchungen von anderer Seite zu vergleichen. Scheunert, Schaitke und 
Weise (4) zeigten, daB man bei Pferden eine negative Ca-Balance sah, 
wenn die Kost Ca-arm wurde, aber dauernd reichlich P enthielt. Gleich- 
zeitig nahm die P-Ausscheidung mit den Fiazes ab, wahrend sie dagegen 
im Urin anstieg. O. Bang (5) hat &hnliche Versuche auch an Pferden vor- 
genommen. Er konnte konstatieren, daB Pferde bei Kleiekost, die relativ 
sehr viel P, aber wenig Ca enthdalt, in negativer Ca-Balance waren, <die 
jedoch positiv wurde, wenn man Calciumcarbonat zur Kost hinzufiigte. 
Diese Pferdeversuche werden durch einige von Telfer (6) an Hundewelpen 
vorgenommene Versuche bestatigt. Diese Tiere zeigten bei einer Ca-armen, 
P-reichen Kost Anzeichen gewisser Hemmungen der Ca-Ablagerung und 
des Wachstums des Knochensystems. Setzte er Calciumlaktat zur Kost 
hinzu, so fielen diese Hemmungen fort; die Knochenasche stieg an Menge 
schnell an und es traten charakteristische Veranderungen des P- und Ca- 
Stoffwechsels ein. Die Ca-Ausscheidung stieg sowohl im Urin als auch in 
den Fizes, waihrend die P-Ausscheidung mit den Fazes stieg und die 
P-Ausscheidung im Urin abnahm, ein Befund, den auch Briggs (7) be- 
statigt hat. 

Es kénnte nach diesen Versuchen aussehen, als ob ein Uberschu8 von 
P in der Kost die Ca-Resorption hinderte, eventuell dadurch, da8 er in 
den Fiazes Ca an sich bindet. Doch kénnte man ebensogut denken, daB 
sowohl P als auch Ca in den oberen Darmabschnitten reichlich resorbiert 
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wurde, worauf dann weiter unten im Darmkanal eine Wiederausscheiduny 
von P stattfand, wodurch auch Ca zur Ausscheidung gebracht war: 
In beiden Fallen bekime man eine Erklarung dafiir, daB ein Uberschu 
von P in der Kost eine geringere Ca-Retention verursachte. 


Die umgekehrten Verhaltnisse gehen aus den hier mitgeteilten 
Rattenversuchen hervor. Bei diesen war die Kost Ca-reich, aber relatiy 
P-arm. Durch Besserung dieses Mangels in der Kost erzielte man 
eine Besserung der Retention von P und Ca. Im ersten Falle (A) kam 
ein Ausgleich dadurch zustande, daB man Phosphate zur Kost hinzu 
fiigte. Dadurch stieg die P-Ausscheidung sowohl im Urin als auch 
in den Fazes; die Ca-Ausscheidung mit den Fazes stieg darauf, wahrend 
die Ca-Ausscheidung im Urin stark abnahm. Nach Bergeims (8) Unter- 
suchungen tiber die Ca-Resorption bei Ratten auf derselben wie hier 
angewendeten Kost liegen auch hier zwei Méglichkeiten vor. Entweder 
ist die primare Ca-Resorption in den oberen Darmabschnitten infolge 
der Phosphatvermehrung in der Kost verringert worden, oder auch 
es ist die Ca-Ausscheidung in den unteren Darmabschnitten gréBer 
geworden. Selbstverstandlich ist auch eine Vereinigung dieser zwei 
Méglichkeiten denkbar. 


Die starke Herabsetzung der Ca-Ausscheidung im Urin muB sicher. 
auf Grund der Verhaltnisse bei der P-Retention verstanden werden 
Das im Blute zirkulierende Ca kann in den Knochen nicht abgelagert 
werden, weil P zur Bildung der phosphorsauren Knochensalze fehlt 
Durch die vermehrte P-Retention ist diesem Mangel abgeholfen 
Es sind nun Méglichkeiten fiir eine schnelle Ablagerung von Ca vor- 
handen. 


Im zweiten Falle (B) nahm man den Ausgleich dadurch vor, dab 
man die Kost um die Halfte ihres Ga-Gehalts beraubte. Wie beschrieben, 
besserten sich auch hierdurch die Retentionsverhaltnisse. Der Grund 
hierfiir war sowohl] fiir P als auch fiir Ca, daB sie in geringerer Menge 
mit den Fiazes ausgeschieden wurden. Wenn man annimmt, da der 
Ga-UberschuB in der Kost die direkte Ursache dafiir war, daB die 
P-Retention vor der Kostaénderung geting war, so ist es klar, daB die 
Herabsetzung der P-Ausscheidung mit den Fazes die Folge der Kost- 
anderung werden muBte. DaB auch die Ca-Retention gréBer wurde, 
kann man dadurch erkliren, daB die Ca-Ausscheidung in den unteren 
Darmabschnitten geringer geworden ist, weil das in den oberen Darm- 
abschnitten resorbierte Ca mit dem resorbierten P abgelagert wurde 
oder aus einem anderen Grunde sich der Ausscheidung entzieht. 


Der dritte Versuch (C) zeigte, wie erwahnt, das gleiche, wie der 
vorhergehende, nur war die Zeitfolge eine andere. Die Kostanderung, 
die durch Zusatz von Ca zur Kost stattfand, bewirkte eine gréBere 
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P-Ausscheidung mit den Fazes' wodurch die P-Retention herabgesetzt 
wurde. 

Durch Vergleich dieser Stoffwechselinderungen mit denen, die 
man als Folge der Einwirkung von ultraviolettem Lichte und Lebertran 
beobachtete, wird einem sofort klar, daB man diese letzteren jedenfalls 
der Anderung nicht an die Seite stellen kann, die im Stoffwechsel 
stattfand, wenn P zu der relativ P-armen Kost gesetzt wurde. Durch 
den P-Zusatz besserte sich die Ca-Retention dadurch, daB von der 
resorbierten Menge, die nach der Kostaénderung etwas herabgesetzt 
war, mehr im Organismus zuriickgehalten wurde. Durch Behandlung 
mit ultraviolettem Lichte und Lebertran wurde die Ca-Resorption 
erhéht, wahrend die Ausscheidung im Urin nicht abnahm. Dagegen 
waren die Veranderungen in den Stoffwechselprozessen anscheinend 
die gleichen, mochte man nun die Ratten bei der relativ P-armen Kost 
mit Licht und Lebertran behandeln, oder mochte man die Kost dadurch 
andern, daB man sie weniger Ca-reich machte. In beiden Fallen erhéht 
sich die P- und Ca-Retention, und die erhéhte Retention kam durch 
eine gréBere Resorption zustande. Doch soll hier darauf aufmerksam 
gemacht werden, daB man einen Unterschied auf einem anderen Gebiet 
fand. Es zeigte sich durch Untersuchung des Blutserums der Tiere, 
daB durch diese Behandlungen, unter denen sich die Retentions- 
verhaltnisse besserten, der herabgesetzte siurelésliche P zu normalen 
Werten anstieg. Dagegen hatte die Licht- und Lebertranbehandlung 
den EinfluB auf den Serumkalk, daB er iiber die vorher normalen 
Werte gebracht wurde. Diesen EinfluB hatte die Kostinderung nicht 

Die Frage, wieweit diese Stoffwechseluntersuchungen, speziell 
die unter C besprochenen, zu naherem Verstaéndnis der Pathogenese 
der experimentellen Rattenrachitis beitragen kénnen, muB verneinend 
beantwortet werden. In den zuletzt besprochenen Stoffwechselversuchen 
wurde eine nicht-rachitogene Kostform dadurch rachitisbewirkend 
gemacht, daB man so viel Calciumcarbonat hinzusetzte, daB sie dieselbe 
Zusammensetzung wie Mc Collums bekannte Rachitiskost Nr. 3143 
bekam. Man wuBte von vornherein, daB das Verhaltnis zwischen 
dem P- und Ca-Gehalt der Kost fiir das Entstehen experimenteller 
Rachitis eine bedeutende Rolle spielt, so daB ein hoher Wert von 
Ca:P ihr Auftreten begiinstigt. Aus diesen Untersuchungen geht 
hervor, daB die Veranderung des Verhaltnisses Ca: P stark in die 
Stoffwechselprozesse eingreift; besonders sieht man, daB, wenn das 
Verhaltnis durch Ca-Zusatz gréBer gemacht wird, die P-Retention 
kleiner wird, aber dariiber hinaus kann man mit Sicherheit nichts 
sagen, und speziell nicht, weshalb die Veranderung zum Eintreten 
von Rachitis fiihren sollte. 

Es folgt eine Ubersichtstabelle tiber die gefundenen Zahlen 
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Gew.*Verm. P-Retent. Ca-Retent. 


pro Tag pro Tag gro Tag Saurelésil.P Serumkalk 


g mg mg") mg" |‘ mys 


Kost Nr. 3143 


Kontrolltiere. 


lil, Vorperioden "ea 1,0 3,0 4.4 6.8 12,1 
Nachperioden . . 1,0 3,1 3.9 

ITI, Vorperioden . <€* 1.8 6.8 8.1 verl. geg. 13,2 
Nachperioden sia 1.4 5,6 4.6 


Phosphatzusatz. 


Ill, Vorperioden . . . 1,5 5,7 15,2 9,8 11,7 
Nachperioden . . 2.2 13,7 28,1 

II]. Vorperioden ; 1.1 5.1 99 10,8 11,8 
Nach perioden 1.3 10.9 24.2 


Kontrolltiere. 


IV, Vorperioden . 0.8 6.6 15,0 6,5 12.9 
Nach perioden 1,3 8,0 13,8 

IV, | Vorperioden . 1.4 7,1 14.6 5.6 12,6 
Nachperioden 1,2 4,0 8,7 

Kalkabzug. 

IV, Vorperioden . 1,5 7,5 13,6 8,6 12,0 
Nachperioden 2,5 13,9 16,6 

IV; Vorperioden . 1,1 7,3 9,0 11,7 12,2 
Nachperioden 23 15.3 20,8 


Modifizierte Kost Nr. 3143 (nicht rachitogen). 
Kontrolltiere. 


VII, Vorperioden . ; 1,9 11,4 17,8 8.6 11,8 
Nachperioden : 1.8 9,7 17,3 

VII, Vorperioden . ; 2.8 14.8 21,1 10,6 12,7 
Nachperioden ' 2,1 16,1 26,3 

. Kalkzulage. 

VII, | Vorperioden 2.8 13,5 19,1 5,5 12,6 
Nachperioden 1,7 5,4 20.6 

VII, | Vorperieden 2.5 13.3 7,2 5.4 12.9 
Nach perioden 1,5 8.5 8,5 


Zusammenfassung. 


Der P- und Ca-Stoffwechsel wurde bei Rattenjungen untersucht, 
die eine Kost bekamen, deren Gehalt an P und Ca wahrend des Versuchs 
geindert wurde; die Anderung fand statt, nachdem die Tiere in zwei 
Perioden zu 4 Tagen auf der urspriinglichen Kost gewesen waren. Nach 
der Anderung wurde der Stoffwechsel in drei Perioden zu je 4 Tagen 
untersucht. Im ganzen wurden drei Versuche angestellt. In den zwei 
ersten Versuchen (A und B) wurde die Mc Collumsche Kost Nr. 3143 
benutzt, die teils durch Phosphatzusatz und teils durch Ga-Abzug 
geindert wurde. Im dritten Versuch (C) wurde eine modifizierte 
Mc Collum-Kost gegeben, die 1,2 anstatt 3Teile Calciumcarbonat 
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nthielt. Diese Kost wurde zu der nicht-modifizierten Mc Collum- 
Kost geandert. 

1. Ein Zusatz von Phosphaten zur Ca-reichen, relativ P-armen 
We Collum-Kost Nr. 3143 bewirkte, daB sowohl die P- als auch die 
Ca-Retention bedeutend anstieg. Die gréBere P-Retention beruhte 
auf einer gréBeren Resorption, wahrend die vermehrte Ca-Retention 
ihre Ursache in einer verminderten Ca-Ausscheidung im Urin hatte 
Die Ca-Ausscheidung in den Fazes stieg etwas. Die Kostanderung 
brachte die rachitischen Veranderungen zum Schwinden und den 
siureléslichen P zum Anstieg auf Normalwerte. Der Serumkalk blieb 
unverandert. 

2. Abzug von Calciumecarbonat bei der gleichen Kost rief gleich- 
falls eine Steigerung sowohl der P- als auch der Ca-Retention hervor. 
Sowohl beim P als auch beim Ca beruhte diese Steigerung auf einer 
erhéhten Resorption. Die rachitischen Verainderungen gingen stark 
zuriick, und der saéurelésliche P stieg auf den normalen Wert an. Beim 
Serumkalk trat keine Verainderung ein. 

3. Die Anderung der modifizierten (nicht rachitogenen) Mc Collum- 
Kost zur Kost Nr. 3143 setzte die P-Retention durch Verursachung 
einer gréBeren P-Ausscheidung mit den Fizes herab. Die 12 Tage 
bei Mc Collums Kost Nr. 3143 geniigten, um rachitische Veranderungen 
bei den Tieren hervorzurufen und den siéureléslichen P stark herab- 
zusetzen. Der Serumkalk wurde nicht wesentlich beeinfluBt. 
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Methode zur Bestimmung der lipolytischen Wirkung 
von Pankreassaft und Blut. 


Von 
Nikolaus Wwedensky und P. J. Dobrowitzky (Moskau). 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Biologie der 


Swerdlow-Universitét und aus dem physiologischen Laboratorium d 
Krupska ya-Akademie. ) 


(Eingegangen am 14. Juli 1927.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Gegen die von Rona! empfohlene und angewandte Methode zw 
Bestimmung der lipolytischen Eigenschaften von Pankreassaft und 
Blut laBt sich eine ganze Reihe sehr wesentlicher Einwande erheben 
In erster Linie wird der Effekt der lipolytischen Wirkung von Pankreas 
saft und Blut nach der Methode Ronas bei Temperaturen, die bedeutend 
unter dem Optimum der Fermentwirkung liegen, bestimmt. AuBerdem 
liegt, wie das aus der weiter unten angefiihrten Temperaturkurv: 
6 = f(t), (Abb. 1) fiir eine gesattigte Tributyrinlésung ersichtlich ist 
das Temperaturmaximum der Oberflichenaktivitat? * fast bei 18° 


i do : 
der Temperaturkoeffizient ( — ij) besitzt aber in den Grenzen von }) 
tf 
bis 20° seine héchsten Werte. 


Tabelle I. 


Verainderung der Oberflichenspannung einer gesattigten Tributyrinlésuny 
mit der Temperatur. 





t 0.0 10.0 20.0 40,0 60,0 80,0 100,0 
Reines Wasser . ¢ 75.90 74,29 72,70 | 69.45 66,10 62,82 | 59,60 ergiac 
Gesattigte Tributyrin- 
lisung. . .. @ 53.40 50,71 48,03 | 46.50 438,69 46,50 


' P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 31, 345, 1911; EB. Abd 
halden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 1915. 

2 P. Rehbinder, Journ. f. prakt. Phys. 1, 1 bis 4, 1924 (russ.); Zeitsch: 
f. phys. Chem. 8, H. 5/6. Es ist die Bedeutung der Oberflichenaktivita' 
fiir Lésungen behandelt worden. 

3 N. Wwedensky, Journ. f. exper. Biol. u. Med., Nr. 14, 1927; diese 
Zeitschr. 188, 270, 1927. Fiir physiologische Fliissigkeiten. 
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Tabelle Il. 


er Temperaturkoeffizient (—de/dt) einer gesaéttigten Tributyrinlésung. 





Temperstur 5 10 15 20 25 x) 40 xO 


0.25 025 0,25 025 O12 | 012 | 012 | 0,12 


Die Verschiebungen der absoluten Werte der Oberflachenspannung 
n Abhangigkeit von den Temperaturbedingungen allein kénnen dahet 
geniigend groB sein und miissen einen Vergleich der verschiedenen 
Versuche bedeutend erschweren. Das hat eine um so gréBere Be- 
deutung, da Rona die Temperaturbedingungen seiner Versuche nicht 
genau angibt! und nur allgemein von Zimmertemperatur § spricht 


Endlich aber ist die Me- 


thode einer Bestimmung der °” 
Oberflachenspannung mittels 
des Stalagmometers in seiner 

” 


vereinfachten Form durchaus 





unbefriedigend. 
Wir wissen, daB bei sta- 5 
lagmometrischen Messungen das 





Gewicht eines Tropfens nicht 


proportional der Oberflaichen- = 90 § fii 
spannung und daB also, wie Abb. 1 


man es gewohnlich annimmt, 
die Tropfenzah! nicht umgekehrt proportional der Oberilachenspannung 
ist. Das gegenseitige Verhalten dieser GréBen ist viel komplizierter, 


und zwar ist (Lonstein, Harkins*) 
q = 2ar6f (r/a); 
8 ie ; mnie ‘ _ 
wo @ | q ist; hier ist q das Gewicht eines Tropfens, r det 


Radius der Stalagmometerspitze, 6 = die Oberflachenspannung der 
Lisung, d die Fliissigkeitsdichte, f(r/a) eine gewisse, fiir jedes 
Stalagmometer durch besondere Versuche zu bestimmende empi- 
rische Funktion. 

Somit wird die ganze Berechnung auBerordentlich kompliziert 
und findet bei gewéhnlichen Bestimmungen keine Beriicksichtigung 
AuBerdem laBt man véllig auBer acht, daB die Arbeiten einer ganzen 


1 Rona laBt Abweichungen von 4 bis 5°C zu (Abderhaldens Handb. 
|. biochem. Arbeitsmethod. 1915, S. 303. 
2 Harkins, Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 700, 1920. 


Biochemische Zeitschrift Band 188 29 


450 N. Wwedensky u. P. J. Dobrowitzky: 


Reihe von Autoren (Antonow', Harkins*, Morgan u. a.) in erschépfende 
Weise die stalagmometrische Methode kritisiert und ihre Unanwend 
barkeit fiir Lésungen oberflichenaktiver Stoffe (P. Rehbinder*), in 
folge des Verdunstungseffekts an der Oberflachenschicht, nachgewiese) 
haben. Zu solchen Stoffen gehért aber gerade eine Tributyrinlésung 

Die Kurve auf Abb. 1 zeigt sogar, daB der letzte Punkt bei 86) 
offenbar infolge der Verdunstung, etwas héher liegt. 

Noch mehr ist gegen die stalagmometrische Methode in der Mo 
difikation Ronas einzuwenden, da die Bedingungen der Stalagmometer 
spitze (Antonow) bei der verhialtnismaBig groBen Zahl ausstehender 
Tropfen (80 bis 90 Tropfen in der Minute) nicht beriicksichtigt werden 

Alle diese erwahnten Uberlegungen haben uns veranlaBt, uns der 
von P. Rehbinder® ausgearbeiteten, wirklich vorziiglichen Methodik 
zur Messung der Oberflichenspannung von Lésungen oberflaichen 
aktiver Stoffe zu bedienen. Mit Bezugnahme auf diese Methodik haben 
wir die weiter unten angefiihrte Methode zur Bestimmung der lipo 
lytischen Eigenschaften von Pankreassaft und Blut ausgearbeitet 


I. Methodik. 
Allgemeine Bemerkungen. 


Wir haben uns des von P. Rehbinder* konstruierten Apparats zur 
Messung der Oberflichenspannung an der Grenze Fliissigkeit (Dampf, 
Luft) bedient. Der MeBzylinder mit der zu untersuchenden Fliissigkeit 
wurde in einem elektrischen Thermostaten untergebracht, und die Spaltung 
des Tributyrins fand bei 40°C statt. 

Die MeBvorrichtungen und der Quecksilberaspirator befanden sich 
auBerhalb des Thermostaten und waren durch Gummischléauche mit den 
MeBzylinder verbunden. Die Messungen wurden alle 5 oder 10 Minute: 
vorgenommen. 


Il. Bestimmung der lipolytischen Wirkung des Pankreassaftes. 


Der Pankreassaft stammte von einem nach der J. P. Pawlowscher 
Methode operierten Hunde und wurde mit Darmsaft (0,1 cem), den wi 
von einem Hunde mit einer Thiry-Vella-Fistel erhielten, aktiviert. De! 
aktivierte Pankreassaft wurde vor der Verdiinnung durch ein Faltenfilter 
filtriert. Vorher waren verschiedene Verdiinnungen des Saftes ausprobiert 
worden, und darauf wurde eine solche Verdiinnung gewahlit, die an um 


1 Antonow, Uber die Grenzflichenspannung von zwei nicht misch 
baren Fliissigkeiten im Gleichgewichtszustande. Diss. (russ.) St. Peters 
burg 1914. 

® }. oc. 

8 Morgan, Zeitschr. f. phys. Chem. 77, 1911; 78, 1912. 

* P. Rehbinder, ebendaselbst 111, 449, 1924. 

§ lie. 

® P. Rehbinder, diese Zeitschr. 187, 32, 1927; Genaueres dariiber sieh: 
Journ. f. exper. Biol. u. Med. Nr. 14, 1927. 
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ir sich gleich bei ihrem Zusatz zu einer Tributyrinlésung keine Ver- 
inderung der GréBe der Oberflachenspannung und auBerdem auch keine 
suugenblickliche Zersetzung des Tributyrins hervorruft. 


Tabelle 111. 


fributyrinzersetzung bei verschiedenen Verdiinnungen des Pankreassaftes; 


Oberflichenspannung in absoluten Einheiten (in Erg qem). 





Versuch |! Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 

Zeit 0 Zeit o Zeit 0 Zeit 0 
jh 2’ 64,79 3h17 56,08 1147’ 51,39 5b10’ 53,40 
: 9 66,80 3 22 56,08 11 49 51,39 5 15 56,08 
1 15 66,89 1 15 62,78 11 57 53,40 5 20 56,08 
1 22 67,47 1 22 63,40 12 7 55,41 5 25 56,08 
1 30 68,14 1 30 64,10 12 20 57,32 5 30 57,42 
1 39 68,14 1 39 66,80 12 35 58,09 5 39 57,42 
1 49 68,81 1 49 66,80 12 49 58,09 5 44 58,76 
2 2 69,45 - — . 6 00 58,76 
Gesatt. Lsg rong Gesatt.Lsg ri Gesatt.Lsg. Fy 2 Gesatt.Lsg. roa 
Tributyrin 52,06 Tributyrin 49.4 Tributyrin 51,39 Tributyrin 50,71 
t 14° t 14° t 14° t 14° 

1:30 1: 1000 1: 3000 1: 5000 


Wie aus dem Versuch hervorgeht, erweist sich eine 3000fache 
Verdiinnung des Pankreassaftes als die beste. 











6 0 
70 — 9 — ~— 
j =) 
| | | 
| f | 
60/—--—+ = 2 2 ee ee en oe 60} 
| 
| | 
|g. | | leMbuprin | | 
50}—_+—_+_++_+____+++ ~—+ 50} —@+4——4 4 —— $4 
tay" 1:30 | | ; ray Trbuiyn 
le 7 7 e Ww OTh Leh G8 a WS ee, 
Abb. 2 Abb. 3. 
6 
0 —$$ Sr 
| tere | 
| 7 ;\7000 | 
| 6 Tribuyrin | 
| | 
let me ST G07 @ “_ wh 


Abb. 4. 


Wir haben eine Verdiinnung des Saftes von 1: 3000 gewahlit. Zu 
dem Zwecke nahmen wir | ccm filtrierten und aktivierten Pankreassaft 
und verdiinnten ihn zundchst 300mal, worauf wir l ecm dieser Lésung 
zu 9cem einer ges&ttigten Tributyrinlésung hinzufiigten und somit eine 
3000fache Verdiinnung erhielten. Die Tributyrinlésung wurde auf ge- 
wohnlichem Wege hergestellt. Zu 90cem Wasser und lO cem Puffer- 


29% 
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7,6) wurde 0,1 cem Tributyrin, Marke B. D. H 
Schiitteln Sattigung d 
Hierauf wurde die Lésung filtriert, und die ersten w 


gemisch nach Clark! (py 


hinzugefiigt. Nach halbstiindigem wurde eine 
Lésung erreicht. 
letzten Portionen des Filtrats wurden fortgegossen. 


Nach Herstellung der nétigen Lésungen wurde der Apparat gelad: 


und zundéchst die Oberflichenspannung der gesattigten Tributyrinlésu 
40°C Darauf zu 9cem der auf 40°C erwarmt 
Tributyrinlésung 1ecem der Lésung, 1: 3000, des Pankreassaftes 
gefiigt und sofort die Messung der Oberflichenspannung des Gemisch 


hei gemessen. wurde 


hin / 


vorgenommen. 


Im weiteren wurden wahrend einer Stunde alle 5 oder 10 Minut: 


Messungen der Oberflichenspannung der durch den Pankreassaft bis 40° | 
zersetzten Tributyrinlésung vorgenommen. 

Wie aus den unten angefiihrten Kurven ersichtlich, geht die Ze 
setzung des Tributyrins bei Verdiinnung des Pankreassaftes 1 : 3000) 
gleichmaBig vonstatten, und die Punkte des Versuchs lagern sich in 
Nahe der Kurve oder auf ihr selbst. 

Vergleichen wir jedoch die Tribut yrinzersetzung bei 40° C und 17° ( 
so finden wir, daB der ProzeB im zweiten Falle bedeutend verzégert ist 


der 








Tabelle IV. 

Tributyrinzersetzung durch Pankreassaft. Oberflachenspannung in Erg/qe1 
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
Zeit 0 Zeit o Zeit o Zeit a 
10b17' 50,72 2h13’ 59,72 4b3s' 46,0 6§h22 52,0 
10 25 54,74 2 20 53,20 4 45 52,0 6 32 55.0 
10 45 58.76 2 33 54.74 4 55 53,0 6 42 56.0 
11 00 62.78 2 44 58.76 5 5 54.0 6 52 57.0 
11 5 62.78 2 53 D8.36 5 15 55.5 ae 59.0 
11 15 62,78 3 00 60,10 5 25 57.0 7 12 59.0) 
11 30 62.78 8 10 61.43 5 35 58.0 7 22 59.0 
— erg/qcem erg/qem erg qem 7 32 59.0 








Gesatt.Lsg Gesatt.Lsg ~\ 7 Gesatt Ls ~ Gesatt.Lsg m 
- 8. - © 50.72 ix & 5.0 ae & 52.0 
Tributyrin 48,04 lributyrin othe Tributyrin 45, ributyrin a 
f 40° t 17° t 40° / 17 
c : a 
-2 6 reimWasserber ¥0 © 6 remeés 
+ + +e ¥ =A 10) 
1, IO00 } 
t-40*, 7 4 ’ 
f - 
Zeit oj? 210 wy ws 70 3, 
Abb. 5 Abb. 6 


1 50ccm 0,1 M.H,PO, + 43 ccm 


n/10 NaOH. 


* Herrn Dr. P. Rehbinder spreche ich hier fiir liebenswiirdige Uber 
lassung von Tributyrin meinen besten Dank aus. 


N. Wwedensky. 
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Die mit Zersetzung des Tributyrins beim Stehen im Verlauf einer 
Stunde im Thermostaten bei 90° C angestellten Kontrollversuche zeigen, 
laB diese Zersetzung praktisch ganz unbedeutend ist. 

Tabelle V. 
EinfluB einer Temperatur von 40°C auf die Zersetzung des Tributyrins. 


Die Bedeutung des Puffergemisches erklart sich aus dem weiter unten 
angefiihrten Versuche. 





Zeit 2h30’ 2h40’ 2h50’ 3h 3h10’ 3h20' shy’ t 


(resatt. Lsg. Tri- 
butyrin . @ 50,72 51,96 51,96 52,02 52,02 | 52,02 52.02 ergiqem — 4)” 
Tabelle VI. 


EinfluB des Puffergemisches nach Clark auf die Tributyrinzersetzung. 
Zersetzung ohne Puffer. 











Zeit 3h 50’ 4b 4h07’ 4h17’ 4h27' 4h37" 4h57' Tributyrin t 
0 50.72 51.96 | 51.96 52.02 52.02 52.02 53.0 50,72 ergiqem 40° 
6 6 
, . - 6l 
not ne P 
t=4 6 Inbuiyrin luff 
o Be —f— de + =" 
- 50 a a a ) a | — 
6 Tributyrin 
We 30 500 98 20 0 F 5 — a Pn 
Abb. 7 Abb. 8 


Somit ist beim Fehlen eines Puffers die Zersetzung des Tributyrins 
durch den Pankreassaft durchaus unbedeutend. 

Fiigt man zu einer gesittigten Tributyrinlésung 1 ccm verdiinnten 
Pankreassaft (1 : 3000) oder einfach Wasser hinzu, so wird die Ober- 
flichenspannung der Lésung ebenfalls nicht verandert. 

Wenn wir die nach der Methode Ronas erhaltene Kurve der Tri- 
butyrinzersetzung mit diesen Kurven vergleichen, so sehen wir, dab 
sie nicht zusammenfallen. Die Zahl der aus der Ronaschen Pipette 
austretenden Tropfen nimmt schneller ab, als die im Rehbinderschen 
Apparat gemessene Oberflachenspannung zunimmt 





Abb. 9 
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Anfangs haben wir bereits erwaihnt, daB die Oberflichenspannuny 
dem Tropfengewicht nicht proportional ist. Die Verdampfungs 
bedingungen wie auch die Reaktionswirkung, die in der Probe selbst 
wahrend des Austropfens des Gemisches der Tributyrin- und Pankreas 
saftlésung vor sich geht, bleiben ebenfalls nicht ohne EinfluB. 


Ill. Bestimmung der lipolytischen Wirkung des Blutes. 


Zur Bestimmung der lipolytischen Wirkung des Blutes haben 
wir uns menschlichen Serums _ bedient. 

Die Bestimmungsmethode selbst ist hierbei ihrem Wesen nach 
eine Mikromethode. 


Zur Blutentnahme wird mit der Frankeschen Nadel ein Stich in den 
Finger gemacht und etwa 0,2ccem Blut in eine schmale Glasréhre angesaugt 
Die Enden der Réhre werden mit Mendelejewkitt verschlossen, und das 
Blut kommt auf 30 Minuten in den Thermostaten. Eine Stunde nach Gi 
rinnung des Blutes kann man bereits die nétige Serummenge erhalten 
Auf Grund unserer Versuche nahmen wir zur Messung der lipolytische: 
Tatigkeit des Blutes 40cmm Serum mittels einer 20cmm Mikropipette 
Die 40cmm Serum wurden in 0,5 cem einer gesaéttigten Tributyrinlésung 
mit Puffergemisch (py 7,6) aufgelést und sogleich in den Me®zylinde: 
zu 4,5ccem einer gesattigten und auf 40°C erwarmten Tributyrinlésung 
(mit Puffergemisch) gegeben. Sofort wurde die Oberflichenspannung 
gemessen. Die weiter unten angefiihrten Daten zeigen, daB die Spaltung 
des Tributyrins durch die Blutlipase gleichmaéBig vor sich geht und in 
einigen Fallen nach 70 Minuten ihren Grenzwert erreicht. 


Tabelle VII. 


Tributyrinzersetzung durch Blutlipase. Oberflachenspannung in Erg /qem 





Versuch | Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Versuch 6 





Zeit o Zeit a Zeit a Zeit a Zeit o Zeit a 


hi0’ 52,91 4b20’ 52.91 
20 55.38 4 30 54.44 
30 56.71 4 40 | 55.38 


1’ | 51,01 2655’ 49,68 11640’ 52,43 
12 | 52,91 3 51,01 11 50 54,44 
5 00 | 51,92 20 | 54,81 52,91 12 00 56,33 


5b 
5 
5 
5 20 | 57,665 30 | 56,71 
5 
5 


4h2s8’ | 50,08 
440 | 50,08 


or or 


- 1 
— 


3 25 54,81 12 10) 58,24 40 58,24 450 55,38 
5 40 | 62,03 5 40 | 58,61 3 35 
6 00 | 65,26 5 50 | 60,51 3 45 58,61 12 30° 60,51 00 60,51 5 10 57,28 
6 20 | 65.26 600 61.463 55 60.51 12 40 61.46 


2 
2 
2 
2 
56,71 12 20 60,14 2 50 59.56 500 56,33 
3 , 
3 
3 


10 | 62,03 5 20 58,24 
20 63,36 5 30. 60,14 
80 63.36 5 40. 60,14 
40 | 63,36 5 50 60,14 
50 |§ 63.36 6 00 60.14 
00 63.36 6 10 | 60,14 


5 62,41 12 50 62,41 
15 | 62,41. 1 00 63,92 
25 62.41 1 10 63,92 
35 | 62,41 1 20) 63,92 
4 1 
5. l 


6 10 | 62,41 4 
6 20 | 64,31 4 
6 30 64,31 4 
6 40 | 64,31 4 
4 
4 


wow 


~ Cw 


62,98 30 | 63,92 


6 50 | 64,31 5 
55 | 62,98 40 | 63,92 


7 00 | 64,31 


625’ 49.68 7510’ 49,68 5b15’ 51,58 1650’ 51,58 4h 5’ 51,58 6b15’') 51,58 
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Kontrollmessungen einer ges&ttigten Tributyrinlésung zeigen nach 
weistiindigem Stehen im Thermostaten bei 40°C keine Verinderung der 
Oberflachenspannung der Lésung. Bei lingerem Stehen des Tributyrins 
st n Thermostaten bei 40°C, z. B. waihrend 18 Stunden, beobachten wir eine 
dllige Zersetzung des Tributyrins oder richtiger eine Zunahme der Ober- 
flachenspannung der Lésung, die infolge einer Verdunstung der Substanz 


sus der Oberflichenschicht stattfindet. 

Ein Zusatz von Puffergemisch zur Tributyrinlésung hat ebenfalls, 
wie auch bei der Pankreassaftlipase, eine groBe Bedeutung. Dies zeigt 
der angefiihrte Versuch einer Spaltung des Tributyrins mit 40 cmm 
Serum ohne Puffergemisch. 

Tabelle VIII. 


Tributyrinzersetzung durch Blutlipase ohne Puffergemisch. 





“ Zeit: 2h10’ | 2h20’ 2h30’ 2h40’ 2h50' 3h 3h10’ 3h20’ 3h30’ 3b40’ ShS0’ 4h 4hl0’ 


49.68 50,06 51,06 51,97/52,43 52,43 52,43 52,43 52.43 52,43 52,43 52,43 52,43 


0 
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Abb. I! 


SchluBlolgerungen. 


Auf die Vorziige der vorgeschlagenen Methode ist schon im Texte 
hingewiesen worden. Zu dem bereits Gesagten ist noch hinzuzufiigen, 
daB die Bestimmung selbst mit diesem Apparat auBerordentlich einfach 
ist und keine so miihsame Arbeit, wie sie das Ablesen der Tropfen 


erfordert, darstellt. AuBerdem sind bedeutende Fehler beim Ablesen 


dec Tropfenbruchteile ausgeschlossen. Endlich haben wir die Még- 
lichkeit, die Kinetik des Fermentationsprozesses genau zu untersuchen, 
da unsere Messungen dem Augenblick der Ablesung genau entsprechen. 
Bei der stalagmometrischen Methode haben wir stets ein gewisses 
Zeitintervall, bis die zwischen den Marken zu messende Tropfenanzah| 
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ausflieBt. In dieser Zeit kann die Zersetzung weiter fortschreiten, un 
die Kinetikkurve wird unvermeidlich verschoben 





-—- ee em —— 








0 200 © 30 GB 0 8% 4 100% 
nouLyrin 
Abb. 12. 


Am schwierigsten ist die Frage des quantitativen Vergleichs 
zweier Versuchsresultate, insofern die Kurve der Tributyrinzersetzung 
durch Lipase nicht geniigend erforscht ist. Man kann von der all- 
gemeinen Vorstellung ausgehen, daB sich die Kurve der Oberflichen 
spannung der Lésung um so mehr der des Wassers na&hert, je mehr 
Tributyrin zersetzt ist. Nach der Konzentrationskurve des Tributyrins 
laBt sich anndhernd die Menge des nicht zersetzten Tributyrins in 
prozentualem Verhaltnis zu der gesattigten Lésung eines beliebigen 
Stoffes beurteilen. Da dies jedoch schwierig ist, so beurteilen wir hier 
die lipolytische Wirkung, indem wir verschiedene Punkte der Kurven 
die sich auf gleiche Zeitintervalle beziehen, miteinander vergleichen 
Dabei kann man die zu vergleichenden Werte auf das Maximum der 
Tributyrinzersetzung durch eine gegebene Saft- oder Serumlésung 
beziehen. Da wir in dem Koordinatensystem, in welchem unsere Kurve 
der Tributyrinzersetzung bei konstanter Temperatur (40°C) liegt 
gleichzeitig von oben eine der Oberflachenspannung reinen Wassers 
entsprechende Gerade, von unten aber eine der Oberflachenspannung 
einer gesattigten Tributyrinlésung entsprechende Gerade ziehen kénnen 
so kann diese Lage fiir jeden Punkt unserer Kurve der Tributyrin 
zersetzung durch die Abschnitte a oder 6 (s. Abb. 5), welche zusammen 
die GréBe D ergeben, bestimmt werden. Diese GréBe D ist der villigen 
Depression der Oberflachenspannung von Wasser durch Tributyrin 
in einer gesattigten Lésung gleich. 

Fiir zwei beliebige Kurven ist die GréBe D eine konstante, und 
daher ist: 


a b D 

ay b, D 
woraus: 

a b ay b, 


Als MaB der lipolytischen Wirkung kénnen wir den Abschnitt a. 
den wir mit 46,,,, bezeichnen, nehmen, da er die Ordinatendifferenz 
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ler Oberflachenspannung der im gegebenen Augenblick zersetzten 
Tributyrinlésung und der Oberflaichenspannung einer = gesattigten 
Tributyrinlésung, bezogen auf das Maximum der Tributyrinzersetzung, 
darstellt. Je bedeutender diese GréBe ist, um so relativ starker ist die 
ipolytische Wirkung von Saft und Blut. 

Somit ist im Versuch 1 46,4, = 14 Erg/qem, im Versuch 3 aber 
s. Tabelle 1V) nach Verlauf derselben Zeit (48 Minuten) 12 Erg/qem. 
Dieses Maximum im Versuch 3 wurde erst nach 9 Minuten erreicht. 
Die lipolytische Wirkung des Pankreassaftes war im zweiten Falle 
etwas geringer. 

Eine bessere Vorstellung kann man erhalten, wenn man J6 =a 
der einzelnen Punkte beider sich auf gleiche Zeitintervalle beziehenden 
Kurven vergleicht. So erhalten wir z. B. fiir dieselben Versuche | und 3 
folgende zwei Reihen: 





Tabelle IX. 
Versuch 1 Versuch 3 
Minuten Jo, Minuten Jo, 
10 6.0 10 6.0 
20 9.0 20 5,0 
30 12.0 30 10.9 
40 13.5 40) 11,0 
50 14,0 50 12.0 
60 14.0 60 14.0 


Die Tributyrinzersetzung beginnt bei beiden Versuchen gleich- 
zeitig, wird dann bei Versuch 3 langsamer und gleicht sich gegen Ende 
der Versuche aus. Die Resultate der Versuche | und 3 stellen individuelle 
Abweichungen der lipolytischen Wirkung des Pankreassaftes ein und 
desselben Hundes dar und sind aus dem Grunde nicht so schroff 


Zum SchluB muB noch bemerkt werden, daB Arzte und Biologen, 
die in gréBerem MaBstabe Untersuchungen der Oberflachenspannung 
anzuwenden beginnen und sich dabei der stalagmometrischen oder 
kapillaren Messungsmethode bedienen, die von ihnen erhaltenen Re- 
sultate in solch relativen GréBen wie in der Tropfenzah! oder in prozen- 
tualen Verhaltnissen ausdriicken, wahrend sich der Physiker schon 
lange der absoluten GréBe zur Messung der Oberflachenspannung 
in Erg/qem bedient. Driicken wir aber unser Resultat in Tropfenzah| 
aus, so miissen wir uns stets vergegenwartigen, daB wahrend die Tropfen 
zahl zunimmt, die Oberflichenspannung der Fliissigkeit in der Tat 
abnimmt. Daher ware es auBerst wiinschenswert, sich der allgemein 
angenommenen absoluten Werte der Oberflachenspannung in Erg/qem 


zu bedienen. 
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Zusammenfassung. 

1. Es sind die lipolytischen Wirkungen des Pankreassaftes un 
Blutes nach der Maximalblasendruckmethode bei verschiedenen Tem 
peraturen erforscht. 

2. Die Untersuchung der lipolytischen Wirkungen der Verdauungs 
safte und des Blutes muB bei einer dem Fermentoptimum entsprechenden 
Temperatur! vorgenommen werden. 

3. Die Methode einer Messung der Oberflachenspannung mitte!s 
Stalagmometer in seiner Anwendung zur Untersuchung der Ferment: 
ist zu verwerfen. 


1 E. Abderhalden und Lampé (Zeitschr. f. physik. Chem. 78, 1912) uw 
P. Rona (E. Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 8, 303, 304 
1915) haben eigene Methoden zur Bestimmung der lipolytischen Ferment« 
bei Kérpertemperatur vorgeschlagen. Diese Methodik hat jedoch kein 
Verbreitung gefunden. Abgesehen von den Unbequemlichkeiten, die sic} 
aus der Methodik der stalagmometrischen Messungen selbst ergeben, miisse1 
Messungen bei hohen Temperaturen noch weniger genau sein. 
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Uber den EinfluS 
der Verfiitterung verschiedener aktiver Eisenverbindungen 
auf den Verlauf der Avitaminose bei Reistauben. 


Von 
P. M. Suski (Los Angeles, California). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


D. Banerjee (1) hat kiirzlich Untersuchungen aus dem Laboratorium 
von Professor Bickel mitgeteilt, aus denen sich ergibt, daB Reistauben 
ungefahr gleich lange Zeit nach Beginn der Fiitterung mit poliertem 
teis und Wasser leben, einerlei, ob man den Reis mit aktivem oder 
inaktivem Baudischschen Eisenoxyd (2) einstéubt. Wenn daraus auch 
folgt, daB das aktive Eisenoxyd nicht die Vitamine ersetzen kann, 
so geht doch aus alledem noch nicht hervor, daB das aktive Eisenoxyd 
vollig einfluBlos auf den Verlauf der Avitaminose sei. Ich habe nun, 
einem Vorschlage von Herrn Professor Bickel folgend, diese Unter- 
suchungen von Banerjee auf breiterer Basis und in verschiedener 
Richtung nach neuen Gesichtspunkten in meinem Laboratorium in 
Los Angeles aufgenommen und will im folgenden kurz iiber meine 
Ergebnisse berichten. 

Ich arbeitete mit folgenden Eisenverbindungen: 

1. Eisencarbonat, hergestelit von van Eweyk und Tennenbaum, 
benzidinaktives, aber unmagnetisches Praparat; Dosierung: 10 mg 
pro Taube taglich. 

2. Eisenoxyd, hergestellt nach der Baudischschen Methode 
benzidinaktives, stark magnetisches Praparat; Dosierung: 5 mg pro 
Taube taglich. 

3. Eisensulfat (FeSO,+ 7H,0), das jedesmal unmittelbar vor 
der Gabe an die Tiere mit Ultraviolettlicht 30 Minuten bei einer Lampen- 
entfernung von 20cm in offener Schale bestrahlt worden war und 
dadurch starke Benzidinaktivitét gewonnen hatte; Dosierung: 50 mg 
pro Taube taglich. 
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4. Kisensulfat (FeSO,+ 7 H,0O), das nicht mit Ultraviolettlic! 
bestrahlt worden war; Dosierung: 50 mg pro Taube taglich. 

Ich hatte fiinf Gruppen von Tauben, die simtlich mit poliertey 
Reis und Wasser bei freiwilliger Nahrungsaufnahme ernahrt wurden 
Das Eisen wurde den Tieren in Form einer Pille in den Kropf taglich 
eingefiihrt. Eine Gruppe (,,Kontrolle‘‘) meiner Tauben bekam neben 
dem Reis und dem Wasser taglich die gleiche Menge Pillenmasse wi: 
die Tiere der tibrigen Gruppen in den Kropf eingefiihrt, aber ohn: 
Kisenzusatz. 

Gruppe I, Taube 1 bis 9: 10 mg aktives Eisencarbonat pro Tie: 
taglich. 

Giuppe Il, Tauben 11 bis 19: 5mg aktives Eisenoxyd pro Tier 
taglich. 

Gruppe II], Tauben 20 bis 28: Pillenmasse ohne Eisen taglich 
gegeben, ,,Kontrolle*. 

Gruppe IV, Tauben 30 bis 39: 50mg _ bestrahltes Eisensulfat 
pro Tier taglich. 

Giuppe V, Tauben 40 bis 48: 50mg unbestrahltes Eisensulfat 
pro Tier taglich. 

(Der Fe-Gehalt von 10 mg des Eisencarbonats entsprach ungefah: 
dem Fe-Gehalt von 5 mg des Oxyds.) 

Wir betrachten zunachst die Gruppen |, Il und IL. Wenn man 
den durchschnittlichen Gewichtssturz jeder Gruppe in  Prozent 
berechnung in Kurven aufzeichnet, dann findet man, daB die Kurv: 
fiir die Gruppe | (Eisencarbonattiere) erheblich steiler und tiefer abfallt 
als die Kurve der Kontrolltiere, Gruppe LI. Dagegen fallt die Kurv: 
der Eisenoxydtiere der Gruppe Il etwas weniger steil und auch nicht 
ganz so tief ab, wie die Kurve der Kontrolltiere der Gruppe III. 

Wir wenden uns den Eisensulfattieren zu. Der Gewichtssturz 
verlief bei beiden Gruppen ([V und V) ungefahr gleichmaBig, etwas 
weniger steil fielen die Kurven ab, als die Kurve der Gruppe III (Kon 
trolle). Im Vergleich zu der Kurve der Eisenoxydgruppe I verliefen 
die beiden Kurven der Eisensulfattiere (Gruppe IV und V) in den ersten 
4 Wochen etwas steiler, in den letzten 2 Wochen aber etwas wenige! 
steil. Besonders in den ersten Tagen des Versuchs war die Verzégerung 
des Gewichtssturzes bei den Tieren mit bestrahltem Sulfat gréBe 
als bei den Tieren mit unbestrahltem Sulfat. 

Aus alledem ergibt sich, daB die Gabe von aktivem Eisenoxyd 
wie von bestrahltem und unbestrahltem Eisensulfat den Gewichtssturz 
bei Reistauben etwas verlangsamt hat. 


Weiter ist noch folgendes zu bemerken. Alle Tauben zeigten in 
einem gewissen Stadium der Krankheit Krampfe, mit Ausnahme det 
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Kisenoxydtiere. Schwache in den Beinen zeigten in der vierten Woche 
von Gruppe |: 75%, Gruppe Il: 38%, Gruppe IIL: 38°, Gruppe IV 
25°,, Gruppe V: 25°. Die ersten Tiere starben von der Gruppe | in 
ler dritten Woche, der Gruppe II in der vierten Woche, der Gruppe III 
n der dritten Woche, der Gruppe IV in der vierten Woche, der Gruppe V 
n der dritten Woche. Es waren tot am Ende der vierten Woche von 
Gruppe |: 75°,, Gruppe II: 62%, Gruppe II]: 62°,, Gruppe IV: 38° 
Gruppe V: 50% 

Man sieht: Das Eisencarbonat hatte beschleunigend auf den 
Todeseintritt gewirkt, das Eisenoxyd hatte die Zeit bis zum Todes 
eintritt unbeeinfluBt gelassen, das unbestrahlte Eisensulfat hatte diese 
Zeit ein wenig, das bestrahlte Eisensulfat aber hatte sie bedeutend 
verlangert, alles natiirlich im Vergleich zu den Kontrolltieren der 
Gruppe III 





50 = 2 i 
1 Eisencarbonat 11,2 244 33,4 37,1 308 43.3 
Il Eisenoxyd 6,0 14,2 21.0 27.0 w.6 34.6 
Ill Kontrolle. . . 70 18,0 24.9 29.1 33,9 44,7 
IV Bestrahites FeSO, 8,5 15,9 21,5 26,2 29,0 29,3 
V Unbestrahites FeSO, 5.8 17.4 23,8 25,8 27,9 29.0 


Abb. 1 
Durchschnittlicher prozentiger Gewichtssturz bei jeder Gruppe 


Ergebnisse. 


1. Bei Reistauben verzégert die tagliche Gabe von 5 mg aktiven 
Baudischschen Eisenoxyds zwar den Todeseintritt nicht, wohl aber 
hait sie den Gewichtssturz etwas auf. 
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2. Bei Reistauben verzégert die tagliche Gabe von 50 mg un 
bestrahlten oder mit Ultraviolettlicht bestrahlten Eisensulfats dé 
Gewichtssturz, besonders aber die Gabe des bestrahlten Eisensulfat 
auch den Todeseintritt. 

3. Das benzidinaktive Eisencarbonat wirkte in jeder Beziehung 
ungunstig auf den Verlauf der Avitaminose bei Reistauben. 


Experimentelle Teil. 
Gruppe | 


10mg aktiven Eisencarbonats taglich pro Tier. 








Versuchstage 1 7 14 21 28 35 42 
Taube Nr. 1 ‘ae 310 295 250 225 205 185 180 
— 440 370 290 240 
3 460 405 315 255 225 
ee 409 342 305 280 280 255 235 
ae AD ors 409 350 325 295 270 225 
he 412 410 350 320 295 270 232 
i ao 380 305 280 245 228 210 205 
- we Tee 400 870 30D 270 235 
Durchschnittsgew. . 400.25 355.87 302.5 266.25 
Gewichtssturz °%, . 11,2 24.4 33.4 
Durchschnittsgew. f. 
die lebenden 7 . 394,57 248,28 
Gewichtssturz ©, . 37,07 
Durchschnittsgew. f. 
die lebenden 5 . 380,4 229 
Gewichtss‘urz °, . 39.8 
Durchschnittsgew. f. 
die lebenden 4 . 375.5 213 
Gewichtssturz % . 43,27 
Gruppe II. 
5mg aktiven Eisenoxyds taglich pro Tier. 
Versuchstage 1 7 14 21 28 35 42 
Taube Nr.1ll . . . 335 355 320 300 295 280 270 
n ree 368 360 315 310 285 270 260 
a ]— 308 310 265 250 240 225 230 
e | eae 368 810 300 260 230 
 arnane 500 449 400 355 335 290 295 
= Shee 382 365 335 330 810 290 235 
i pa 330 320 295 250 223 
m oe So 40 350 335 299 265 237 210 
Durchschnittsgew. . 373,87 351,25 320,62 29425 272.85 
Gewichtssturz % . 6 — 142 21 — 27,02 
Durchschnittsgew. f. 
die lebenden 6 . 382.16 265.33) 250 
Gewichtssturz °, . — 30,57 — 34,58 
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Pillenmasse ohne Eisen. 
Versuchstage 1 7 14 21 2s 35 42 
” faube Nr. 20 . 470 | 425 «| 365 | 345 | 310 | 300 | 280 
21 468 460 380 340 305 255 
» 22 500 460 405 390 
23 340 330 300 268 260 230 230 
» 24 360 350 310 QS 275 270 260 
. _ 5 475 400 360 315 
— 380 355 330 315 295 285 270 
 —_— 472 440 385 345 320 310 280 
Durchschnittsgew. 433,12 402.5 354,37 325,37 
Gewichtssturz ‘ —7 18 24,87 
Durchschnittsgew. f 
die lebenden 6 415 294.16 274.5 
Gewichtssturz ‘ 29 12 — 33.85 
Durchschnittsgew. f 
die lebenden 5 404.4 264 
Gewichtssturz ° 34,71 
Gruppe IV. 
50 mg Eisensulfat (bestrahltes) taglich pro Tier 
Versuchstage: 1 7 14 21 28 35 42 
Taube Nr. 30 . 340 325 310 285 280 268 270 
. 3 355 325 300 IRD 270 260 260 
32 360 330 280 260 235 220) 213 
- 33 340 310 270 245 220 
» ow 345 315 320 310 300 300 305 
" » wo 435 410 375 $25 305 270 260 
. ow 435 405 375 360 335 310 315 
= uw 390 325 295 285 270 260 255 
Durchschnittsgew. . 375 343,12 315,62 294,37 276,88 
Gewichtssturz ° 8.5 15,86 — 21,5 26,16 
Durchschnittsgew. f. 
die lebenden 7 380 269.7 | 268.3 


Gewichtssturz ‘ 








~ 29,02 


29 32 
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Gruppe vs 


50 mg Eisensulfat (nicht bestrahltes) taglich pro Tier 











Versuchstage 1 7 14 21 28 
Taube Nr. 40 ; 350 315 285 260 
4? 325 300 260 248 
43. . 345 15 285 259 
44. 440 495 335 
45. OO 470 400 375 
46 ‘a 35D 330 300 973 
47 310 305 260 P1i 
48 . D560 560 505 42() 
Durchschnittsgew. . 398.12 375 3928.75 
Gewichtssturz °, . 5,81 17,42 
Durchschnittsgew. f 
die lebenden 7 . 392,14 299.86 
Gewichtssturz °, . 25,82 
Durchschnittsgew. f. 
die lebenden 5 . 372 


Gewichtssturz 


Literatur. 


1) Banerjee, diese Zeitschr. 180, H. 1/3, 8.27, 1927. 
und Welo, Die Naturwissenschaften, 13. Jahrg., H. 36. 
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Zur Blutzuckerfrage. 


lll. Mitteilung: 
Weiteres tiber die Nichtglucose der Blutfiltrate. 


Von 
B. Sjollema. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinarchemie 
der Reichsuniversitat Utrecht.) 


oO, 


(Eingegangen am 15. Juli 1927.) 


In meiner zweiten Mitteilung! konnte festgestellt werden, daB 
die Stoffe der Nichtglucosefraktion des Blutfiltrats — also die Stoffe 
des eiweiBfreien Blutfiltrats, welche Rotblutlaugensalz reduzieren und 
von Kohle aus einer Lésung, die '°, Essigsiure enthalt, adsorbiert 
werden — hauptsiéchlich in den Blutkérperchen vorkommen, und daB 
die GréBe dieser Fraktion nicht oder nur wenig von verschiedenen 
Stoffwechselstérungen beeinfluBt wird. Es war deshalb wahrscheinlich, 
daB diese Fraktion der Hauptmenge nach nicht aus Kohlehydraten 
besteht?. Im Blute vorhandene Hexosephosphorsaureester miissen, 
wie gefunden wurde, sich in der Nichtglucosefraktion befinden. Es 
muBte nun weiter das Verhalten der anderen in den Blutfiltraten vor- 
kommenden reduzierenden Kérper, z. B. die Schwefelverbindungen, 
untersucht werden. 

Bevor die betreffenden Untersuchungen mitgeteilt werden, 
schicke ich einige Bemerkungen iiber die zu verwendende Kohle 
voran und erwahne ich neue Untersuchungen tiber den Nachweis von 
Milehzucker in Blutfiltraten. 

In meiner zweiten Mitteilung wurde erwihnt, daB nicht fiir alle 
Kohlesorten eine 1 °,ige Essigsiurelésung geniigend stark ist, um 
Bindung von Glucose vorzubeugen. 

1 Diese Zeitschr. 185, 355, 1927. 

2 Ausgenommen da, wo das Blut viel Milchzucker enthalt. 
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Diesbeziiglich wurde folgendes gefunden: 

Wenn die fiir die friiheren und fiir die vorliegenden Untersuchunge,, 
benutzte Mercksche Kohle [Carbo medicinalis (neu)] dadurch gereinigt 
wurde, daB mit Ather plus Wasser geschiittelt (auf 25 g Kohle 150 cc: 
Ather und 500 cem Wasser) wurde, nach 24 Stunden abgesaugt, dann 
mit 1 Liter zweimal destilliertem Wasser gewaschen, im Vakuun 
exsikkator iiber Schwefelsiure getrocknet und nachher in einen 
elektrischen Ofen bis auf 300°C getrocknet und noch 1 Stunde in einem 
Glasrohr auf 400°C erhitzt, so bindet diese Kohle Glucose aus eine: 
1.,° igen Essigsiurelésung. Es wurde dabei natiirlich genau nach de: 
immer benutzten Weise gearbeitet, und zwar so, daB 100 cem eine 
0,1°/o9igen Glucoselésung, die 1% Essigsiure enthalt, eine '., Stunde 
mit 5g Kohle geschiittelt, abgesaugt und mit ',%,iger Essigsiure bis 
auf 200cem nachgewaschen wurde. Wird 34°,ige Essigsiurelésung 
genommen, so bleibt die Glucose vollstindig in Lésung. Der Versuc! 
wurde wiederholt und dabei ein Teil der mit Ather gereinigten Kohle 
auf 400°C und der andere Teil auf 200°C erhitzt. 

Mit beiden Portionen wurden wieder dieselben Resultate erhalten 
auch jetzt wurde etwa '/, Teil der Glucose gebunden, wenn die Fliissig 
keit nur 1, °%, Essigsaéure enthielt; jedoch blieb die Glucose vollstandig 
frei, falls Essigsaure von 3/,°%, verwendet wurde. Man muB also da: 
Bindungsvermégen der Kohle fiir Essigsiurelésungen untersuchen 
bevor man sie fiir Glucosebestimmung von Blutfiltraten benutzt 
Auch mu8 mehr Ather hinzugesetzt werden, wo Kohle verwendet 
wird, welche aus 4, °%,iger Essigsaurelésung Glucose bindet. 

Statt 15 cem muBte beim Gebrauch von der Kohle, die mit Athe: 
gereinigt und nachher auf 200 bzw. 400°C erhitzt war, 20cem ver 
wendet werden. 


Wie in den beiden friiheren Mitteilungen schon betont wurde, ist 
bei Anwesenheit von Milchzucker im Blute die zweite Fraktion erhéht 

Es wurde dies nochmals mit Rinderblut bewiesen. Blut und Harn 
der Milchkuh! wurden vor und nach der Insufflation von Luft in 
Euter untersucht. Die Resultate waren beim Blute folgende: 


Vor der Insufflation waren die Fraktionen . ... . 68,5 13 6,5 
1 Stunde nach der Insufflation. ........ . . 65,9 30,8 7,6 
2 Stunden spater (also 3 Stunden nach der Insufflation) 69 36,2 4.4 


Die erste Fraktion (Glucose) blieb also ungedndert; die zweit: 
(Nichtglucose) wurde gréBer, sie stieg von 13 auf 36,2. Der Unterschied 


1 Die Kuh gab nur wenig Milch (etwa 7 Liter pro Tag). Dies erklart 
der ziemlich niedrige Zuckergehalt des Harns nach der Insufflation; s 
auch, daB die Blutzuckersteigerung nicht groB war. 
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1uB wohl ginzlich auf Rechnung des Milchzuckers geschrieben werden. 

Die Harnmengen, welche gleichzeitig mit den Blutproben nach der 
insufflation katheterisiert wurden, enthielten bzw. etwa 0,7 und 1.4% 
nichtgarenden Zucker (berechnet als Milechzucker). 


Weil man noch nicht weiB, ob die zweite Fraktion des Vollblut- 
filtrats eine ziemlich konstante GréBe ist, kann man im Vollblut kleine 
Mengen Milchzucker nicht mit Sicherheit nachweisen. Nachdem ge- 
funden worden war, daB die zweite Fraktion beim normalen Blute 
sich hauptsachlich in den Blutkérperchen vorfindet und es schon von 
vornherein anzunehmen war, daB der Milchzucker im Plasma aufgelést 
sein wiirde, habe ich vom Blute (mit NaF) einer Milchkuh (die taglich 
etwa 8 Liter Milch gab) sowohl die Kérperchen wie das Plasma vor 
und nach Luftinsufflation auf die drei (zwei) Fraktionen untersucht. 
Der Harn enthielt 2 Stunden nach der Insufflation (gleichzeitig mit 
dem Blute entnommen) etwa 1°, Milehzucker. 


Vor der Insufflation waren die drei Fraktionen in den Blutkérper- 
chen 22.7, 89,1 und 8.2; total 120; nach der Behandlung 34,7, 75,7 
und 1,8; total 112.2. Die Totalreduktion war also niedriger geworden, 
so auch die Summe der zweiten und dritten Fraktion, sie fiel von 97,3 
auf 77,5 zuriick. Es enthielten Blutkérperchen nach der Insufflation 
also keine Lactose. Das Plasma hatte hingegen nach der Insufflation 
einen héheren Gehalt an Nichtglucose, und auch die Totalreduktion 
war erhéht, denn die Werte der drei Fraktionen betrugen vor der 
Insufflation 67,6, 6,4 und 8; Totalreduktion 82; 2 Stunden nach der 
Behandlung 58,8, 35,6 und 0; total 94.4. Besonders war die zweite 
Fraktion gréBer geworden, sie stieg von 6.4 auf 35,6. Auch die Total- 
reduktion war im Plasma gestiegen (von 82 bis 94,4). Man darf also 
behaupten, daB Milchzucker im Blute durch die hier mitgeteilte Methode 
im Plasma gefunden werden kann. Das Plasma zeigt eine anormal] 
groBe zweite Fraktion. 

Ob es pathologische Zustande gibt, bei denen andere Stoffe als 
Lactose eine hohe zweite Fraktion im Plasma verursachen, kann jetzt 
nicht gesagt werden. 

Findet man einen normalen Wert fiir die Nichtglucosefraktion 
der Kérperchen, jedoch einen zu hohen Wert fiir die des Plasmas, 
so darf man die Anwesenheit von Lactose fiir sehr wahrscheinlich 


halten. 


In meiner zweiten Mitteilung wurde schon mitgeteilt, wie sich die 
Hexosephosphorsaureester bei dem Fraktionieren der reduzierenden 
Blutbestandteile verhalten. Dasselbe muBte noch von anderen 


30* 
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reduzierenden Bestandteilen des Blutes, wie Ergothionein!, Glutathioy 
und Diphosphoglycerinsiure® untersucht werden*. Es wurden vo 
Ergothionein und vom Glutathion 0,1- und 0,03°/ sige Lésungen dai 


gestellt und das Reduktionsvermégen fiir Rotblutlaugensalz in de 


friiher beschriebenen Weise festgestellt. 

Die Lésungen wurden auch mit Kohle [Mercks Carbo medic. (neu 
plus Essigsiure (1° ig) und Kohle plus Ather, wie friiher fiir ander: 
Lésungen angegeben wurde, geschiittelt und die Filtrate mit Blu 


laugensalz untersucht; es wurde also auch die Bindung an Kohle bei 


Anwesenheit von Essigsiure oder von Ather bestimmt. 


Das Reduktionsvermégen der 0,1°/ igen Lésung des Ergothionein- 
wurde fiinfmal bestimmt; gefunden wurde 79,3, 86,3, 86,3, 84,2 und 84,2: 


im Mittel 84 (Glucose = 100). Das der 0,03°/,igen Lésung wurde vierma 
bestimmt; gefunden wurde im Mittel 83. Es darf also auf etwa 84 das 
der Glucose auf 100 setzend angenommen werden. 


Von Kohle und Essigséure (auf 100cem 5 g Kohle und 14 ccm 


Eisessig) wird es aus beiden Lésungen beinahe vollstandig gebunden 
Aus der 0,1°/ igen Lésung blieben nur 7 °, des Ergothioneins in Lésung 
aus der 0,03°/ igen nur 5°. Das Ergothionein wird also in der Glucose 


fraktion so gut wie nicht vorkommen; dies um so mehr nicht, weil dic 


Blutfiltrate wohl weniger als 0,03°/,,iges Ergothionein enthalten 
Mit Kohle und Ather bleibt der gré8te Teil des Ergothioneins in Lésung, 
und zwar 64°, der 0,1°/ igen Lésung und 70 %, der 0,03°/ igen Lésung 
Die Hauptmenge befindet sich also in der zweiten Fraktion. 


. 


Weiter wurde das Verhalten des Ergothioneins K Mn 0,-Lésungen 
gegeniiber untersucht. Die Lésungen (0,1- und 0,03°/ 9ig) wurden bei 
Zimmerteinperatur mit n/100 K MnO, versetzt und durch Zusatz von 

pe 4 
wenig H,SO, so gut wie neutral gehalten. Das KMnQ, wird anfangs 
schnell, nachher langsam reduziert. Die Behandlung dauerte etwa 


! Dieser Kérper wird auch Sympectothion und Thiasin genannt; 
er ist Thiohistidinbetain. Journ. Biol. Chem. 65, 623, 1925; 67, 267, 1926; 
72, 123 und 367, 1927; Journ. Amer. Chem. Soc. 49, 575, 1927; Journ. cd 
Pharm. et de Chim. 30, 145, 1909; Bull. Soc. Chim. 81, 444, 1923; Journ 
Chem. Soc. 99, 2336, 1911. 

2 Biochemical Journ. 15, 286, 1921; 17, 586, 1923; 19. Ob Glutathior 
wirklich im Blute vorkommt, ist, soweit ich weiB, noch nicht bewiesen. 

3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927. 

* Durch die groBe Liebenswiirdigkeit des Herrn B. A. Eagles was 
ich in der Lage, das Ergothionein, und durch die des Herrn F. Gowlan 
Hopkins, das Glutathion zu untersuchen. Beiden Herren sage ich hier 
nochmals herzlich Dank. 

Die Diphosphoglycerinséiure hoffe ich bald untersuchen zu kénnen 
Ob sie Rotblutlaugensalz reduziert, ist aber wenig wahrscheinlich. 














Zur Blutzuckerfrage. ITI. 469 


11, Stunden. Nachdem das MnO, abfiltriert und das Filter aus- 
vewaschen war, wurde in der gewéhnlichen Weise das Reduktions- 
vermégen mit Rotblutlaugensalz bestimmt. Von der 0,1°/ igen Lésung 
betrug es noch 15°, von der 0,03°/o9igen noch 5°, des urspriing- 
lichen Wertes. Vielleicht sind die in der Lésung sich befindenden 
Manganverbindungen nicht ganz ohne EinfluB auf das Rotblutlaugen- 
salz, und wird die oxydierte Ergothioneinlésung dadurch eine kleine 
Reduktion zeigen. 

Man kann also mit K MnQ, n/100 in Blutfiltraten das Ergothionein 
nahezu vollstandig wegoxydieren. 


Auf 10cem der 0,1°/ igen Lésung wurden etwa 7cem n/100 
K MnO, verbraucht. Ergothionein wurde von Vollerserde, von Kaolin 
und von Silicagel nicht adsorbiert. 


Es muB weiter noch bemerkt werden, daB das Ergothionein bei 
der Blutzuckerbestimmung nach Folin und Wu nur eine schwach 
reduzierende Wirkung zeigt. Mit diesem Reagens verhalt das Reduktions- 
vermégen sich zu dem der Glucose wie etwa 15: 100'. Das Ergothionein 
kann also bei der Blutzuckerbestimmung nach Folin und Wu nur einen 
kleinen Fehler verursachen; vielleicht von 3 oder 4mg-%. Das Er- 
gothionein muB in den Untersuchungen, welche zu der Annahme fiihrten, 
daB im Blute eine besondere Glucoseform vorkommt, unzweifelhaft 
die Ursache von falschen SchluBfolgerungen gewesen sein. Erstens 
weil Reduktion und optische Aktivitaét sich ungleich fiir Ergothionein 
und Glucose verhalten [die Reduktion des Ergothioneins ist kleiner, 
sein Drehungsvermégen ([a]p 110°) gréBer als von Glucose], zweitens 
weil nach meinen Untersuchungen (II. Mitteilung) die Nichtglucose- 
fraktion beim Diabetiker nicht erhéht ist. Das Verhaltnis zwischen 
dem Gehalt an Glucose und an Nichtglucose ist also anders als beim 
normalen Individuum und deshalb auch der relative EinfluB der Nicht- 
glucosefraktion. 


Die Untersuchungen von Winter und Smith und von Lundsgaard 
und Holboll miissen also mit Blutfiltraten, welche mit Kohle und Essig- 
siure geschiittelt worden sind, wiederholt werden. 

Das Reduktionsvermégen des Glutathions in der Disulfidform (Rot- 


blutlaugensalz gegeniiber) war in 0,1°/,iger Lésung im Mittel 48,5, also 
ungefahr die Halfte von dem der Glucose (fiinf Analysen lieferten folgende 


1 Von den drei Hexosephosphorséureestern (Neuberg, Robison und 
Diphosphat) ist aber das Reduktionsvermégen dem Reagens von Folin 
und Wu gegeniiber ziemlich groB. Das molekulare Reduktionsvermégen 
der beiden Monophosphate verhalt sich zu dem der Glucose wie etwa 
70: 100; dasselbe vom Diphosphat wie etwa 60: 100. 
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Werte: 44,4, 49,6, 46,7, 50,9, 50,6). Mit einer 0,03°/,igen Lésung wurd 
ungefahr derselbe Wert gefunden’. 


Wenn das Glutathion mit Zinkstaub und Schwefelsiure zu ci 
Thiolform reduziert wurde®, stieg das Reduktionsvermégen nicht 
merkbar. Behandlung der Glhutathionlésungen, sowohl in Disulfid 
wie in Thiolform, mit Kohle plus Essigsiéure zeigte, daB dieser Kéryx 
dabei so gut wie vollstaéndig adsorbiert wird; mit Kohle und Athi 


blieben beide hingegen so gut wie vollstandig in Lésung. Das Glutathion 


muB sich also in der zweiten Fraktion befinden; gleichwie Ergothionein 
wird es also durch Schiitteln mit Kohle und Essigsiure von Glucos: 
getrennt. Die oxydierte Form (Disulfid) reduzierte verdiinnte K MnO, 
Léisungen (n/100) bei Zimmertemperatur nicht, oder nur in un 
bedeutenden Mengen. Die Thiolform hingegen reduziert deutlich 
Auf 5cem der 0,1°/o9igen Lésung wurden 2 cem n/100 KMn0,-Lésung 
bei Zimmertemperatur in etwa 11, Stunden entfarbt®. 


Wie zu erklaren ist, daB beide Formen dasselbe Reduktions 
vermégen Rotblutlaugensalz gegeniiber haben, sich jedoch so sehr 
mit KMn0O,-Lésungen unterscheiden, wurde bis jetzt nicht untersucht 
Ebensowenig wurde die Frage verfolgt, wie man interpretieren mub 
daB die Thiolform nach Oxydation mit KMnO, nur noch ein schwaches 


teduktionsvermégen (Rotblutlaugensalz gegeniiber) besitzt* etwa 
25°, des urspriinglichen —, wahrend die Disulfidform kein KMn0, 


reduziert und dennoch sich von der Thiolform Rotblutlaugensalz gegen 
iiber nicht unterscheidet. 


Die reduzierte Form wurde von Vollerserde nicht gebunden; sic 
zeigt nur ein schwaches Reduktionsvermégen fiir das Folin und Wu 
Reagens; ungefahr '/, Teil von dem der Glucose. 


Aus den mitgeteilten Analysen erfolgt, daB, wenn die Bhutfiltrat« 
mit Kohle und Essigsiure geschiittelt werden, das Ergothionein und 
das Glutathion bei der Blutzuckerbestimmung mit Rotblutlaugensalz 
keinen nennenswerten Fehler verursachen. 


1 Weil das Praparat nicht absolut rein war, wird der angegebene Wert 
vielleicht nicht ganz richtig sein. 

* 50mg Glutathion wurden in 24% ccm Wasser gelést, 200 mg Zink 
staub und 244 ccm n H,SO, hinzugesetzt, 1 Stunde auf 50° im Wasserbad 
erhitzt und mit ausgekochtem Wasser auf 500 cem gebracht (der ungelést« 
Zinkstaub wurde entfernt). Diese Lésung gibt im Gegensatz zu der Di 
sulfidform nach Zusatz von einem Uberschu8 von Ammonsulfat und 
Ammoniak eine deutliche Rotfarbung mit einer Nitroprussidnatriumlésung 

* Ein Blindversuch mit Zinkstaub und Schwefelséiure zeigte, da! 
die Reduktion wirklich dem Glutathion zugeschrieben werden muB. 

* Es kann sein, daB diese schwache Reduktion von den gelésten Mn 
Verbindungen herriihrt. 
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Fur ein weiteres Fraktionieren der reduzierenden Blutbestandteile 
und fiir die Bestimmung dieser Stoffe nebeneinander ist es erwiinscht, 
daB ein Adsorbens zur Verfiigung steht, das kein 8 und P abgibt, sowie 
ein Mittel zur Darstellung von eiweiBfreien Blutfiltraten, das diese 
Elemente nicht enthalt?. 

Weiter kann zur Trennung und zur Bestimmung der reduzierenden 
Stoffe nebeneinander daran gedacht werden, verschiedene Oxydations- 
mittel zu verwenden? und bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen der Lésungen zu oxydieren. 

Als brauchbares Adsorbens hoffe ich aktive Kohle aus Zucker 
darzustellen und auch noch andere Mittel zu versuchen. Zur Dar- 
stellung von eiweiBfreien Blutfiltraten wurde anstatt wolframsauren 
Natriums und Schwefelsiure einige Male schwefelfreie Trichloressigsaure 
benutzt, besonders da, wo Schwefelbestimmungen zu machen waren. 

Die Frage, ob die reduzierenden Blutbestandteile sich dadurch 
voneinander unterscheiden, daB die H-lonenkonzentrationen die 
Oxydation verschieden beeinflussen, wurde mit Glucose und mit der 
Nichtglucosefraktion von Blutfiltraten untersucht. 

Glucose reduzierte Blutlaugensalz nur sehr wenig, wenn das px 
kleiner war als etwa 9.5%. Dasselbe war fiir die Nichtglucose* der Fall. 
Es scheint also vorlaufig wenig hoffnungsvoll, durch Beeinflussung des 
pu die reduzierenden Blutbestandteile nebeneinander zu bestimmen, 
wenigstens Rotblutlaugensalz® kommt dafiir nicht in Betracht 

Bei der Anwendung von Trichloressigsiure zur Herstellung von 
eiweiBfreien Filtraten muBte natiirlich die freie Siure im Filtrat neu- 


1 Es konnte 8S in Blutfiltraten, und zwar in organischer Form, nach- 

gewiesen werden. 
* Es wurden nur Versuche mit n/100 KMnQO, gemacht. Lésungen 
von Wolframséure und von Trichloressigsiure wirken aber nach der Be- 
handlung mit KMnO, reduzierend auf Rotblutlaugensalz ein, besonders 
stark nach dem Schiitteln mit Kohle. Es werden jetzt andere Oxydations- 
mittel, z. B. H,O, und J in sechwach alkalischer Lésung versucht. 

* Fiir Fructose und fiir Dioxyaceton ist die Reduktion zwischen pg 8 
und 9 schon von einiger Bedeutung, etwa 14°; fiir Glucose nur etwa 8% 
der Maximalen. Es wurde der Versuch so eingerichtet, daB die pq die 
gewiinschte GréBe zeigte, nachdem der Sodazusatz stattgefunden hatte; 
also in dem Moment als Blutlaugensalz hinzugesetzt wurde. 

4 Als Nichtglucose wurde benutzt die Lésung, welche durch Schiitteln 
mit Ather plus Wasser erhalten wurde aus Kohle, die vorher mit einem 
Blutfiltrat und Essigséure geschiittelt worden war. Weil diese Extraktion 
der Nichtglucose unvollstandig ist, enthielt sie vielleicht nicht alle Be- 
standteile der Nichtglucosefraktion. 

5 Es wurde auch untersucht, ob Trichloressigsiure das Reduktions- 
vermégen von Glucose, Rotblutlaugensalz gegeniiber, beeinfluBt. Dies 
war nicht der Fall. 
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tralisiert werden. Auf 5 Volumen Vollblut wurden 4 Volumen eine: 
20°, igen Lésung, auf 5 Volumen Plasma 3 Volumen und auf 5 Volumen 
Blutkérperchen 8 Volumen verwendet und mit Wasser immer auf 
20 Volumen gebracht. 


Es wurde mit Rinderblut (NaF) — Plasma und Blutkérperchen - 
naher festgestellt, daB die Zahlen der Wolframsaurefiltrate mit denen 
der Trichloressigséure nicht iibereinstimmen. Die Glucosefraktionen 
(das Kohle- + Essigsaurefiltrat) aber zeigten keine nennenswerten 
Unterschiede. 


Der Wert dieser Fraktion wurde im Trichloressigséwrefiltrat vom 
Plasma einer Pferdeblutprobe zu 66,8, im Wolframsiurefiltrat zu 
68,3 mg-°%, gefunden; in den Filtraten der Blutkérperchen bzw. 30,5 
und 34,2. Die Filtrate selbst, und deshalb auch die Summe der zweiten 
und dritten Fraktionen, zeigten aber deutliche Unterschiede. 


Fiir das Plasma waren die Zahlen der Totalreduktion mit Trichlor- 
essigsiure und Wolframsiure 78,2 und 91; die Summe der zweiten 
und dritten Fraktion 11,4 und 22,7; fiir die Blutkérperchen waren 
die Zahlen der Totalreduktion 98,4 und 117,9, und fiir die Nichtglucose- 
fraktion 67,9 und 83,9. Von den anderen Analysen, welche dazu 
dienten, zu untersuchen, ob beide EnteiweiBungsmittel gleich brauchbar 
sind, erwahne ich hier, daB fiir Pferdeblut (Vollblut) eine Totalreduktion 
im Trichloressigsiurefiltrat von 105,9 und im Wolframsaurefiltrat von 
127,5m g-°%, gefunden wurde; auch hier also ein deutlicher Unterschied. 
Anderes Pferdeblut ergab mit Trichloressigséure als Glucosefraktion 
80,7 und als Nichtglucosefraktion 24,1; mit Wolframsiure 82,5 und 
29,7 mg-%. 

Es scheint die Annahme gerechtfertigt, da8 die Trichloressigsaure 
aus dem Blute, und zwar sowohl aus den Kérperchen als aus dem 
Plasma, reduzierende Stoffe niederschligt, welche mit Wolframsiure 
in Lésung bleiben. Die Glucose bleibt in beiden Filtraten vollstandig 
in Lésung. 

Weil eine 0,1°.ige Ergothioneinlésung mit Trichloressigséure 
keinen Niederschlag gibt, daif wohl angenemmen werden, daB die 
Trichloressigséure den Gehalt an Ergothionein in den Blutfiltraten 
nicht beeinfluBt. 


Es wurden zweimal Blutproben untersucht mit dem Zwecke, 
den Gehalt an neutralem Schwefel kennenzulernen. Dazu wurden 
eiweiBfreie Filtrate mittels Trichloressigsiure gemacht. Wie schon 
oben erwahnt wurde, wird dabei ein Teil der reduzierenden Stoffe 
entfernt. 
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Die Schwefelbestimmungen wurden nach Denis und Reed! vor- 
genommen. In das Filtrat (Trichloressigsaure) von Pferceblutkérper- 
chen wurde als Summe der zweiten und dritten Fraktion gefunden 


st in 100 
61.2, also umgerechnet auf Ergothionein 61,2 = 72,8*, wahrend 
der Gehalt an organischem (neutralem) Schwefel 3,88 mg auf 100 com 


Kérperchen betrug; umgerechnet auf Ergothionein 27,7 mg. Nach 


diesem Ergebnis miissen die Kérperchen also noch andere reduzierende 
Verbindungen (Nichtglucose) als Ergothionein, bzw. Ergothionein und 
Glutathion, enthalten. 

Das Plasmafiltrat dieses Blutes hatte eine zweite plus dritte Fraktion 
von 18,7, also umgerechnet auf Ergothionein von 22,3 mg. 

Das Plasmafiltrat enthielt 3,41 mg neutralen Schwefels (auf 100 ccm 
Plasma) = 24.4 mg Ergothionein. Obwohl diese Zahlen gut iiberein- 
stimmen, daif daraus nicht geschlossen werden, daB wirklich im Plasma 
Ergothionein vorkommt, denn die Plasmafiltrate reduzieren n/100 
K MnO, nur langsam, wahrend Ergothionein es sehr schnell tut. 

Von dem Filtrat (Trichloressigsiure) von Rinderblutkérperchen 
war die Summe der zweiten und dritten Fraktion 55,4; umgerechnet 
auf Ergothionein also 66mg auf 100 ccm Kérperchen, waihrend der 
neutrale Schwefel 7,2 mg oder, auf Ergothionein umgerechnet, 51,4 mg 
war. Auch hier kam also wahrscheinlich andere Nichtglucose vor. 

Im Plasma dieses Blutes scheinen andere, nicht reduzierende 
Schwefelverbindungen (neutraler Schwefel) vorzukommen, denn die 
zweite und dritte Fraktion ist viel kleiner (13) als mit dem neutralen 
Schwefelgehalt von 7,9 mg tibereinstimmen wiirde, falls der Schwefel 
nur als Ergothionein anwesend war. 

Es kann auf Grund der hier und friiher von mir mitgeteilten Unter- 
suchungen empfohlen werden, in folgender Weise den Glucosegehalt 
von Blutfiltraten zu bestimmen: 

Auf 4cecm des gewéhnlichen, nach Folin und Ww hergestellten 
Filtrats (also mit wolframsaurem Natrium und Schwefelsiure von 


1 Journ. Biol. Chem. 71, 191, 1926/27. Bei dieser Methode wird nach 
Veraschung mittels Zn(NO,),NH,Cl und NaCl unter Zusatz von Gelatine 
das gebildete BaSO, nephelometrisch bestimmt. Die BaCl,-Lésung muB8 
dabei immer in derselben Weise mit der Fliissigkeit gemischt werden, und 
besonders da, wo NaF-Blut verwendet wird, mu8 dafiir gesorgt werden, 
daB das pq zwischen 3 und 3,8 liegt. 

Wo der neutrale Schwefel bestimmt wird, mu8 natiirlich auch die 
Summe der anorganischen Sulfate und der Atherschwefelsiure bekannt 
sein. Auch fiir diese Schwefelformen geben Denis und Reed eine Methode an. 

* Newton, Benedict und Dakin (Journ. Biol. Chem. 72, 367, 1927) 
konnten aus | Liter Schweineblut (Vollblut) 145 mg Ergothionein isolieren 
und schatzen fiir Menschenblut den Gehalt auf 10 bis 25 mg pro 100 ccm. 
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1 Volumen auf 10 Volumen gebracht) wird 0.21 cem Essigséiure v: 
10°, und dann 210 mg Kohle [Carbo medicinalis Merck (neu)]} hinz 
gesetzt und nach einer halben Stunde abgesaugt?. Es kann hierfiir ei: 
verengtes Rohr (Allihn), das ein wenig ausgewaschenen Asbest enthal: 
benutzt werden. Dann wird die Kohle mit so viel einer 1. °,igen Essig 
siure nachgewaschen, daB das Volumen der Fliissigkeit 8 ccm betrig: 
Diese 8 cem werden neutralisiert?, auf 10 cem gebracht, in gewéhnliche: 
Weise mit Rotblutlaugensalz oxydiert und nach Zusatz von KJ, ZnS, 
und Essigséure mit Thiosulfat titriert. 

Auch die oben mitgeteilten Analysen wurden von den Herre: 
A. Emmerie, Assistent, und H. Hooghoudt, Analytiker, ausgefiihrt 
und spreche ich hier meinen Dank fiir ihre Mitwirkung aus. 


1 Aus dem oben Mitgeteilten folgt, daB es erwiinscht ist. zu unter 

suchen, ob die zu benutzende Kohle in der angegebenen Weise keine Glucos 
bindet. Die Mdéglichkeit ist ja nicht ausgeschlossen, daB das Mercksch: 
Priparat in dieser Hinsicht nicht immer dasselbe ist. 
* Es werden hierfiir ungefahr 0,5cem n NaOH bendtigt. Ein Indikator 
darf nicht hinzugesetzt werden. Um die zur Neutralisation erforderlich 
Anzahl Kubikzentimeter n NaOH genau kennenzulernen, muB8 ein gréBeres 
Volumen Blutfiltrat hergestellt werden und ein Teil davon nach der B« 
handlung mit Kohle und Essigséure nur fiir die Bestimmung der zur 
Neutralisation erforderlichen NaOH benutzt werden. 











, ‘ber Netzfermente. 


! Von 
J. M. Goldberg. 


Aus dem biochemischen Laboratorium des Leningrader Instituts fiir 


Experimentalmedizin. ) 


( Einge gangen am 16. Juli 1927 / 


Die physiologische Bedeutung des groBen Netzes beschaftigt die 
Forschung schon seit langerer Zeit (fiir die altere Literatur verweisen 
. wir auf Heusner). Wie so haufig, kniipften sich auch hier die ersten 

Vorstellungen iiber die Funktion des Organs an die Kenntnisnahme 
' der morphologischen Details. Das im Netz auBerordentlich entwickelte 
GefaBnetz hatte schon relativ friihzeitig Veranlassung gegeben, dieses 
Organ als Regulator der Blutzirkulation anzusprechen. Die unmittel- 
bare Beobachtung (Schiefferdecker) hatte diese Auffassung durchaus 
bestatigt, indem der Nachweis erfolgt war, daB das Netz bis zu einem 
Viertel des Blutgehalts der Bauchorgane aufzunehmen vermag (f’ffet) 
Das reich entwickelte Netzfett weist auf die Bedeutung des Netzes als 
Nahrstoffdepot hin, und seine anatomische Lagerung gibt Veranlassung 
anzunehmen, daB das Netz eine Schutzvorrichtung ist fiir die Bauch. 
organe gegen mechanische Schidigung und Temperaturschwankungen 
Jedoch damit sind noch lange nicht alle Funktionen dieses Organs 
erschépft 
Schon im Beginn der bakteriologischen Ara war der Forschung 
eine spezielle Funktion des Netzes aufgefallen, und zwar seine Be- 
fahigung. in die Bauchhéhle eingedrungene Fremdkérper zu erfassen 
Diese Netzfunktion ist von Jos. Koch besonders eingehend studiert 
worden. Derselbe fiihrte in die Bauchhéhle der Versuchstiere (Maus, Ratte, 
Hund, Affe) chinesische Tusche und verschiedene Bakterien (Staphylo- 
und Streptokokken, Diphtherie- und Tuberkelbazillen) ein und konnte in 
allen Fallen beobachten, da8 die eingefiihrten Kolloidpartikel mit einer 
bemerkenswerten Auswahl in den Geweben abgelagert wurden. Sowohl! 
Tusche, wie auch Bakterien wurden in erster Linie im Netz und erst nachher 
im Centrum tendineum des Diaphragmas abgelagert. Aoch nimmt auf 
Grund seiner Versuche fiir dieses auswahlende Verhalten folgende Er- 
klarung in Anspruch: Direkte Folge der Einfiihrung von Tuscheteilchen 
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und Bakterien in die Bauchhdéhle ist eine entziindliche Reaktion. Die au 
den NetzgeféBen ausgetretenen Leucocyten phagozytieren die erwahnt 
Partikel und werden darauf von neuem in die LymphgefaiBe des Netz 
aufgenommen. Hier werden sie in kleinen lymphoiden Anhaufungen zuriick 
gehalten, an denen das Netz sehr reich ist. Zur Stiitze seiner Auffassun: 
beruft sich Koch auf den durch Eelles, Weidenreich u. a. nachgewiesene: 
Reichtum des Netzes an LymphgefaéBen, sowohl groBen, den BlutgefaiBe: 
parallel hinziehenden, als auch feinen, oberflichlich gelegenen. In de: 
Bahn dieser LymphgeféBe sind Lymphoidbildungen in Knétchenforn 


zahlreich verstreut. Mit Recht nimmt Weidenreich auf Grund dieser Befunde 


an, daB das Netz einer gewissermaBen offenen Lymphdriise gleichkomm: 
und einer entsprechenden Funktion fiir die Bauchhéhle vorstehe. 


Es scheint somit eine Aufgabe des Netzes zu sein, die Bauchhéhle 


von eingedrungenen Fremdkérpern zu séubern, und es reagiert ungemein 
empfindlich in dieser Richtung. Fiir die Sauberungsrolle des Netzes hat 
Schmidt-Weiland letzthin eine Bestatigung gegeben. 

Im Zusammenhang mit solchen Funktionseigenheiten des Netzes 
schien es mir angebracht, dieses Organ auf seine Grundfermente zu 
priifen. In der mir zuginglichen Literatur (speziell Zuler und Oppen- 
heimer) habe ich leider keine Anhaltspunkte finden kénnen, und ich 
sah mich genétigt, eigene Versuche in der betreffenden Richtung an- 
zustellen. In Angriff nahm ich die Proteasen, Lipasen und Amylasen 
des Netzes, und zwar fiirs erste nur qualitativ. 

Als Versuchsmaterial diente mir das groBe Netz des Hundes. 
Nach Eintritt des Verblutungstodes wurde das Netz, unter méglichster 
Vermeidung einer Verunreinigung, exstirpiert und sofort in Arbeit 
genommen. Der Priifung auf Fermente ging py-Bestimmung voraus, 
immer auf elektrometrischem Wege mit Chinhydronelektroden. 


I. Proteolytische Fermente. 

Fir die proteolytischen Fermente begann ich mit Selbstverdauungs- 
versuchen. Feinzerteiltes, mit Sand zerriebenes Netz wurde in Ringer- 
lésung gebracht, unter Toluolzusatz. Nach griindlicher Schiittelung 
dieser Mischung wurde eine Probe abfiltriert und der Rest im Brut- 
schrank bei 38° abgestellt. Nach 24 Stunden, Entnahme einer zweiten 
Probe. Dauerte der Versuch 3 Tage, so wurde der Toluolzusatz er- 
neuert. Zur Kontrolle wurde dasselbe an einer durchkochten Netz- 
aufschwemmung wiederholt. Die Proben priifte ich auf py, bestimmte 
den Gesamtstickstoff nach Kjeldahl, sowie den Reststickstoff, wobei 
die EiweiBfallung nach Rona und Michaelis mit Ferrum oxydat. dialysat. 
und MgSO, vorgenommen wurde und nach der Fallung der Filtrat- 
stickstoff gleichfalls nach Kjeldahl zur Bestimmung kam. 


Nachstehend gebe ich eines der Protokolle dieser Versuchsreihe: 
In 600 com Ringerlésyng wird 80,0 feinzerteiltes, mit Sand zerriebenes 
Netz gebracht. Die Aufschwemmung wird in zwei Portionen zu je 
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300 com geteilt und einer jeden 20cem Toluol zugesetzt. Die eine 
Portion wird 10 Minuten gekocht, die andere bleibt ungekocht. Fiir 
Veraschung bei der Stickstoffbestimmung werden je 25 ccm abgeteilt. 
Der Stickstoffgehalt fand seinen Ausdruck in der GréBenmenge ge- 
bundener n/10 H,50O, 





Probe gekocht Probe ungekocht 

Pu 7,3 Pu 7.3 
Gesamtstickstoft hen » See Gesamtstickstoff ; . O2een 
Reststickstoff........ 0 - Reststickstoff » « . h 

Nach 24 Std. Brutschranktemperatureinwirkung: 

Pu 6.1 Pu 70 
Gesamtstickstoff : 1.5 com Gesamtstickstott —- . . OF eem 
Reststickstoff. . ..... 0.5 . Reststickstoff . e . ) 

Nach 3 24 Std. Brutschranktemperatureinwirkung 

Pu = 4,6 Py — 64 
Gesamtstickstoff ° . . 638cem Gesamtstickstott 3s . 15ecem 
Reststickstoff . . . . 0 at a Reststickstoff . . .. OA 


Aus vorstehenden Aufzeichnungen sowie anderen Versuchen 
geht hervor, daB Aushalten im Brutschrank mit Zunahme léslichen 
Stickstoffs einhergeht. Gleichzeitig verandert sich das py\in der Saéure- 
richtung. Um die Saurebildung zu vermeiden, beschloB ich, denselben 
Versuch in Pufferlésung zu machen. Dazu verwendete’ich ein Gemisch 
primarer und sekundarer Phosphate mit py = 7.84. Nachstehend das 
Versuchsprotokoll : 

Puffergemisch (px 7.84) — 50.0 ccm + Netz 10,0 + Toluol 
5eem, Stickstoffbestimmung an zwei Proben zu je 5,0 cem. 





Probe ungekocht Probe gekocht 

Pu 7,54 Pu 7,84 
Gesamtstickstoff ..... 10cem Gesamtstickstoff al 0.1 cem 
Reststickstoff. ...... 0 - Reststickstoff. . ... 0 

Nach 24 Std. Brutschranktemperatureinwirkung 

Gesamtstickstoff ..... 2,2cem Gesamtstickstoff ..... O4Acem 

Nach 2 = 24 Std. Brutschranktemperatureinwirkung: 
Gesamtstickstoff ..... 3.lcem Gesamtstickstoff . . . O06 cem 
Reststickstoff . . . mn Reststickstoff . ho ee, - 


Aus vorstehenden Aufzeichnungen geht hervor, daB in der un- 
gekochten Probe der Stickstoffgehalt machtig ansteigt, wahrend e1 
ganz unbedeutend zuinmmt in der Kochprobe. 

Weiterhin habe ich Fibrinverdauungsversuche gemacht. Das 
Fibrin wurde mit Alkohol-Athergemisch im Laufe von zweimal 24 Stun- 
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den vorbehandelt und darauf getrocknet, zuerst im Luftstrom, daraw: 
im Exsikkator. Zur Fermentation diente ein Glycerin-Netzextrakt 
Zu dessen Herstellung wurde fein zerteiltes Netz in wasseriger Glycerin 
lésung 1:3 fiir drei- bis viermal 24 Stunden kaltgestellt. Nach Ab 
gieBen der Extraktionsfliissigkeit wurde das Netz mit Quarzsand 
zerrieben und bei 300 Atmosphaéren Druck unter der Buchnerpress: 
abgepreBt, worauf der PreBsaft, mit der abgegossenen Extraktions 
fliissigkeit gemischt, durch Watte filtriert und auf Fermentwirkung 
geprift wurde. Die Priifung wurde sowohl in Ringerlésung als auch im 
Phosphatgemisch (py = 7,34) gemacht. 

In allen Fallen habe ich Zunahme des léslichen Stickstoffs fest 
stellen kénnen. Nachstehend eines der Protokolle. 





Probe ungekocht Probe gekocht 

Puffergemisch , . . BO ecm Dieselbe Versuchsanordnang 
(Py 7,84) 

Pomtremt .-... ‘ 10 
Fibrin ee «§ BB, 
OO a eee ae a !hlUe 

Pu 7.84 Pu 7,54 
Stickstoffgehalt des Filtrats . 0.6 , Stickstoffgehalt — 0,2 ce 


Nach 24 Std. Temperatureinwirkung (38°): 


Pu 7,84 Pu 7,84 
Stickstoffgehalt oa . Ll4cem Stickstoffgehalt . . . . . . O5cem 


Darauf folgten Versuche mit Peptonspaltung. Die Versuchs 
anordnung lehnt sich an die Angaben von Woillstdtter und Leitz, mit 
dem Unterschied, da8 ich eine wiisserige Lésung des Titrieralkalis 
anstatt einer alkoholischen verwendete. Um starke Verdiinnung des 
Titrats zu vermeiden, nahm ich das Alkali in starkerer Konzentration, 
und gwar in Normallésung. Nachstehend eines der Protokolle: 





Probe ungekocht Probe gekocht 
Puffergemisch 1,0ccem (n—NH,Cl Dieselbe Versuchsanordnung 
+ 2 N Hs, Pu 8.5) 
Pepton- Witte (3% ig) . « 0.5 eem 
Extrakt - es ae 


Kin Thymolkristall. 

Vor Titrierung wird diese Lésung mit aleoh. abs. in zehnfacher Menge verdiinut 
und dann auf eine Reihe Glaser verteilt: 

1. Alkalimenge ...... OAcem la. 0.4 ecm 
Nach 2 Std. Temperatureinwirkung (30°) 


2. Alkalimenge te . . 0.6 cem 2b. 0.4 cem 


Nach 24 Std. Einwirkung (30°): 


3. Alkalimenge . ... . . O,6cem 8c. 0,4 cem 
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Aus diesen Aufzeichnungen und aus anderen Versuchen geht hervor, 
daB im Netzextrakt ein Wittepepton spaltendes Ferment enthalten ist. 

Ich habe auch den Versuch gemacht, in entfettetem Netze pro- 
teolytische Fermente nachzuweisen, wobei die Entfettung durch Aceton 
ind Ather, nach der Vorschrift von Willstdtter und Waldschmidt-Leitz, 
bewirkt wurde. Jedoch das Ergebnis war negativ. Es ist méglich, 
daB mit den Fettmassen auf rein mechanischem Wege auch die Fermente 
entzogen wurden. Dagegen hatte der Versuch, die Fermente vermittelst 
0.2°.iger Essigsiure zu extrahieren, positiven Erfolg Nachstehend 
das Versuchsprotokoll: 

Fein zerteiltes und zerriebenes Netz, 30,0 g, wird in 100 ccm 
02°. iger Essigséure fiir 24 Stunden im Brutschrank bei 38° belassen. 
Darauf Filtration durch Watte, Neutralisierung und Priifung auf 
Fermente: 1,0 Filtrat + 1,0 Puffergemisch + 0,5 Pepton + ein 
Thymolkristall. 

pu = 8.7, n NaOH 0.3, nach 24 Stunden 0,5. 


Es folgt der Versuch, aus dem Essigextrakt vermittelst Aceton das 
Ferment zu fallen. Der Niederschlag wird aufgesammelt, getrocknet 
und in gewéhnlicher Weise geprift: Niederschlag 0,02 + Puffer- 
gemisch (px 8,7) 10cem + Pepton 0,5 cem + ein Thymolkristall 

n NaOQH-Zusatz 0,3. 
Nach 24 Stunden Einwirkung bei Brutschranktemperatur 38°: 
n NaOQH-Zusatz 0.4. 


II. Lipolytische Fermente. 


Auf lypolytische Fermente machte ich die Priifung nach Pefrunkin, 
und zwar vermittelst Milch und Eigelb. Milch und Eigelb wurden in 
folgender Weise vorbehandelt: Milch 150 cem + Chloroform 3 bis 
4 Tropfen +- Senf6l 1 bis 2 Tropfen. Eigelb: Ein Hiihnereigelb + Wasser 
100 cem +- Toluol 2cem. Titrierung mit n/50 Alkali. Nachstehend 
das Versuchsprotokoll: Zu 10,0 cem der Lésung (Milch, Eigelb) Zusatz 
von 3,0cem Glycerin-Netzextrakt. Anfangssduregrad (n/50 NaOH), fiir 
Mileh — 2,3, fiir Eigelb — 4,0. Nach 24 Stunden Zimmertemperatur- 
einwirkung im Dunkeln: Milch — 6,8, Eigelb 5,0. Kontrolle mit 
gekochtem Extrakt: Milch — 3,0, Eigelb — 4,1. Wiederholung des 
Versuchs hatte dasselbe Ergebnis. 


Ill. Amylolytische Fermente. 


Bei der Amylasepriifung ging ich nach Wohlgemuth vor, mit dem 
Erfolge, daB an dem Glycerin-Netzextrakt eine ganz geringe amylolytische 
Wirkung festgestellt werden konnte. Der Extrakt in einer Menge von 
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0,1 bis 0.8 gab im Laufe einer Stunde keine Spur von Amylumauf 
spaltung, und erst 1,0 Extrakt gaben positiven Erfolg. 


Zusammenfassung. 


1. Im Netze des Hundes habe ich proteolytische Fermente nac} 
weisen kénnen. Dieselben waren nachweisbar in Selbstverdauungs 
versuchen an diesem Organ und in Versuchen mit Fibrinverdauung 
und in solchen mit Wittepeptonspaltung. 

2. An Netzextrakten habe ich daneben auch lipolytische und sel) 
schwache amylolytische Wirkung feststellen kénnen. 
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